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POBFIRIBAS. 
- Geqerali dade s , 
L a s  porfirinas son compuestos tetrapirrdiioos fundamentales 
a 
pra todoe 10s organismos vivos, tanto animalas como vegetales, 
salvo para algunas bacterias estrio~amente anaex6oicas y eel lacto- 
bacilli, que obtienen energfa por fementacibn de compuestos or& 
nicos. 
En 10s restantes organismos son constitqTentes de la9 hemo- 
proteinas, protefnaa conjugadas cuyo gmpo prost8tico ee el hemo 
e incluyen ama serie de compuestos que caplen funcionee imporfan- 
tfsimas en la c6lvI.a. As$ pedemos citar: la hemogloblna, relaciona- 
da a1 transporte de oxfgeno; los citocromos, que son agentes de 
transferencia de electrones y varias ensimas, tale oomo catala- -- 
sas y peroxidasas. En todos estos casos la groteina incolora (que 
8s q a e n  determina la act iv idad bioldgica eapecffica) est6 ligsda 
a an compuesto hiemoporfirina. %as porfirinae pueden estar tambih 
l i g a d ~  a otros metales, siendo el e jemplo & importante la cloro- 
fils, derivado porfirfhico que contiene magnesio y es el agente 
de captacih de energfa radiate y por end6 de importancia vital. 
Por otra parte se han hallado porfirinw derivadas de la  
- . -  
. I 
c l o r o f i l a  en el petr6le0, carbdn de piedra, aceites y asfaltos e 
inclusive en excrementos fosilizados de oocodrflo, lo que nos es- 
t d a  indlcando que 10s oompuestos esenciales que faaionabaa hace 
millones de atlas no difieren mapmeate de aq~ellos que Rzncfomin 
en La actual idad.  
- Estructura. 
I w Ya en el a51o 1871 Hoppe-Seyler (1) rea~izd 10s pEimmos ee- 
tudf us acerca de las porfirinas, per0 recie'n en 1915, Her- Pischer 
(2) l o p 6  aislar dos porf irhas  en forma cristalina (Copro y Uro). 
De all$ en 6 se realizaron nwerosos trabajos pne llevaron a 
dilucf dar perfectamente la es tructura de las mismas y actual.- 
r :-' 
se hsn sintetizado la nayorfa de las porfirinas naturales, 
IF'. la tales son derfvados de una sustancia fundame&al: la porfina 
(fig. 1) que contiene cuatro anillos pirrdlicos Ugados por cna t ro  
p p o s  =CH o metenoa, puentes en un eistema en m i l l o  con dobles 
ligadurqs conjugadas, lo oual le confiere p a n  eatabilidad. 
La identificacidn de 10s itornos da C sobre el anillo 
porfina presentada en la fig, 1 es la propuesta par Pltscher. 41 
1960 la IUPBC (3) propuso un sistem diferente, e l  cual se ve en 
Fig.1 PORFINA . Fbrmula d esarroLLada 
F6rmula d e  Fischer 
(abreviada) ' 
Fig. 2 Nomenclatura d e 10s nicleos 
porfirina segljn la IUPAC I 


.- 
I 
Fig.3 Estructura quimica de (0s cuatro isdmeros de la 
Etio porfirina 
Fig. 4 P ROTOPORFIRINA 
P = Acid0 propi6nico = (-C1l;CHG COOH 1 
L L 
V =  vinilo = ( - CH=CH2 1 
, . 
. . 
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l idad,  eta, ya que loe  susti'tuyentes son iguales. 
3,- Los carboxf 10s permkfien esterifioar estos compues*os, 
con Lo que ae hacen & solubles en l~edios  or&icos. POI? ~Uohos 
gmpos son soluble8 en aedio alcalirio y por tener grupos nltroge- 
dos en el n6cleo son aolnbles en medio dcido; esto trae cotno con- 
secuenoia un ca rhke r  anfotgrico y La existencia de un pH a1 o w l  
son facilmente precipitablea: su pI que eatd entre 3 - 4,5. 
Sf a las poxf5rinas las hidrogenamos, abtendremos loe por- 
firin6genoa (fig. 6), estos oonrpuestos son 10s verdaderos interme- 
diaries del cadno biosint6tico &el hem. Son tetrapimil metanos 
cfcliccs,  ilamados tmbi& hexahidroporfirinas, por ser el pmduc- 
t o  de la oaptacidn ae seis homos de hidrdgeno por el anillo por-. 
firfnico; cnatro de 10s cnales ran a 10s neten~s y dos a los ni- 
trdgenos de 10s anil los  pirrdlicos (7). 
Icos primeros hallaagos de porfirin6genos en orina de pacien- 
t e s  porffxicos han a id0  reportadoa por Fischer en 1937 (8). Mien- 
Urotgea y Coprat gen en hfgsdo de Gimales porffxicos. 

estss sustancias, hecho que es m y  importante desde un ptmLo de 
v is ta  prdctieo ya qua, por e jeaplo, a1 anallear 10s productos 
de decazboxilacich del Uro'gen, oonviene oxidarlos a W s  cornea- 
pondientee parfirinas, para poder anal.izarles meiliante dis2;in- 
tos i&todos que se basan en la flaorescencia qae ellaa preaen- 
tan a la luz U.V. o en sn espeetro visible, h Los aitados es- 
dacidn s n f ~ e  antccatdktsie y es estimulable por 1pa. Mientra. 
que GSH,2-mercap.toetilarnina y SO Ba Xa inhiben. Por lo tanto 3 2 
psra mantener a 10s porfirindgsnos ccmo tales conriene traba jar 
te inhibidcr de la fotooxi&cidn, tal como GSH; fqne son las 
eondicionee en que se d e t e m a  actividad decarboxilasa ) , 
intemencib de agentes reductores tales como I i 2 f i &  (11, 12)# 
Bl IX o amaIga~a cie sodio (7, 10, 12 - 15). 4 
- Esqprema aenesal, 
En la fig. 7 estd ee quematizado el c d n o  biosintdtico d e l  
hemo y se ha demostrado que es el. mrfsmo para todos los seres vi- 
vientes. Si bien ae conocen todos sus pasos, a& quedan numerosos , 
2nterrogant;es por resolver, Dada la importancia y amplitud de es- 
t e  campo, diversos centros de investigacidn trabajan s o b ~ e  el a s -  
mo y periodfcamen-te apmecen actualizacfones'sobre el tema (l6- 
18) * 
Shemin y col. propasieron en I955 (19) un 65.~10, llamado de 
la glicocola-euccfnico o ciclo de Shemin, que permite interpretar 
la formaci6n dde ALA a partir de glicocola y succinato y que a su 
ves estd relacionado con el ciclo de 10s dcidcs trioarboxflicos, 
. - 
como puede verse en la fig, 8. 
-. 
El segundo psso es la condendaci6n de dos mol~culas de ALk 
para dar un aonopirrol, el PBG (figm 9) : 
'Fig. 9, Estructura y numeracidn del PBG. 


y a cont inuacidn  c u a t r o  molkculas de PBG forman el a n i l l o  t e t r a -  
p i r r d l i c o  de Uroagen, que e n  condiciones ae rdb icas  se transforman 
Como se pun tua l i za  en  l a  pdgina 4 , l a  Uro p r e s e n t s  c u a t r c  
isdrnerbs p o s i b l e s ,  per0  ~ 6 1 0  e l  I y e l  111 se encuent ran  e n  l a  
n a t u r a l e z a ;  e s t o s  son  decsrboxi lados ,  con e l iminac idn  de c u a t r o  
n o l k c a a s  de CO a partir de l o s  r e s t o s  a c d t i c o s  de l e s  pos ic io-  2 
nes  1, 3 ,  5 y 7 y 1, 3, 5 y 8 respect ivamente,  segth un mecanis- 
mo que veremos mds ade lan te ,  
Se ob t i enen  a s f  10s Ccpro'gen I y/o 111, pero de e l l o s  s'olo 
el III sufre descarboxi la  c i d n  ox ida t iva  de dos de las cadenas l a -  
terales prop idn icas  de 10s a n i l l o s  A y B para d a r  l o s  grupos vi- 
n i l o s  p r e s e n t e s  en  e l  Protorgen.  Es te  por pdrdida de s e i s  Btomos 
de H d e l  a n i l l o  t e t r a p i r r b l i c o ,  pasa a P r o t o  I X ,  l a  cual se une 
para dar e l  producto f i n a l  HEM0. 
- S u c c i n i l  CoA S i n t e t a s a ,  
Es tud ios  u t i l i z s n d o  re t ones  int oxicsdos con drogas  porf iri- 
nogdnicas (20) han denostrado quc l a  S u c c i n i l  CoA S i n t e t a s a  (sue. 
CoA-S, succ ins to :  CoA l i g a s a ,  ADP, E.C. 6.2.15)) juega un rol 
d i r e c t *  en l a  s f n t e s i s  de p o r f i r i n a s  y p o r  e l l o  se i nc luye  en es- 
t e  andlisis del camino matabdl ico d e l  heno. 
7 k  a Se ha propuesto que acttfa seg6.n e l  mecanisrno que aparece 
e n  e l  siguiente esquema, u t i l i zando  un nucle6tido t r i f o s f a t o  como 
c o f a c t o r  (21,  22) .  
1 l r a b a j o s  mds recient'es proponen l a  existencia de diferen- 
a d '  t e s  caminos, involuorando re  t ones  a l t e rna t ivas ,  c a t a l i z a d a s  
por l a  misma enzima ( 2 3 $  24) 
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en el media apropiado para la shessls be 6 ALA p A U - S  pur%ftaa- 
da de &~dopseudomonas spberoides. El prodnoto f i e  reduuido eon 
boroMdrcuro de sodfo, a s l a d o  por oronta%agr8ffa, tra%ado con mater- 
CHOW 
I 
CH2A82 
d e l  fomaLdeMdo. 
-- 
la mazcacidn total, por consigoiente el 6- ee produce pop p & i -  
da de an eolo H, el de la polaicidn prod,  con lo que quedarfs dea- 
F a l t d  tilucidar el lactcanL8lao a seguir despcl& del 6 NH 
2- 
cetoadf~ico mido 61 PPy. A rat. de la inestabilidad del 6 U ,  
am nisw no sirre prua estadios estereoq&coa; por ellei &baud 
J -1. (46 ) deaarrollaron un sistena por el cue1 el 6 dLll apexas .: 
ae f o r m  se conVierte en PW, pasando asf 10s &tornos en cuestih 
8 ocupsr ma posicidn eatable. B1 PIG ae acetila, wida y final- 
nente hidrollza deyrdo como producto final glicina.' B8tudimdo la 
estereoqdmica de ests compuesto llegaron a la concluaidn de que 
el &tono de H pro S de is gliaina ea retenido ~r ocups is. oonfigura- , 
cidn pro S en la posioidn fj del 6 8 L 8  mientras el pro R es removf- 
do con lo qtze quad8 deeoartado el paso YIII -> X. 
- Conversi6n de 6 A L A  en PBG. 
&te psso es t6  aatalizado por la ensims ~ALA-dehidrasa 
J A N - D ;  E C 4. 2. 3.. 24). En Bps. sphasroidea ae ha desostwdo 
fmmada par mbunidades de PM 100.000 y 130,000.' merit- pne la 
proveniente de higado b~vino  tiene un PPI de 285.000 1 est/  
compues%a por 8 submidadee de PM 35.000 (48, 49), lo ml a1 d- 
croscopio elsetrdnico ae visuaUas o o m ~  1 6 h l o a  dlsoretos ubtcadoa l 
en las  cuatro osquinas de im cnadrado;la apariencia de la -2- 
a1 microecoplo electr6nino mede conoordar con la existencia de 8 
su~unidades si se postaa que las 8 subunidadee e s t h  acomodadaa 
en las esquinas de un cubo, es decfr con una sirnetria diddrica(50). 
co, reaocionando con el sustrato a trsve's del grupo s-?a,m&no de un 
po pertenecerfa a un w s t o  clstefna y psrticipsrfi en la oatdlisis 
dcido-base requeridas pars las secuenciaa de protonacidn - de~roto-  
narc%& aanzbdticas inrolncradas en la sfntesis del PIS. 
Dwante las modiffcaciones qufmi.caa de &rclpos funcionales de 
I 
AM-D Tsukamoto y col .  (53) ek~antraron evidencfas de que res y os 
histidina po&ftm astar involucrados como otro grnpo Avlcional g as$ 
10 demostraron par ensayos de fotooxidae$6a y .t;ratam;tento con ct iet ib  
pfrocsrbonato. 
-- 
al laecruzfsmo (fig, 11) , aquf tetll~bib se forma m a  base de Schiff 
intermediaria, entre la engima y el sugtrato (48,52)Luego se produ- 
ce un ataqae ngcleofi'lico, por el intermettiazio sowe el tho- 
iao de C carbonflico de la 'mol6cula de 6 AM;' Se forma as$ un aldo l ,  
&te pierde sgua g el grupo amino libre diesplaza a1 grupo de 
la enzfm, dando PBG. La af2nidad del sustxato por la enzim 8epena 
de de la faa i l idad  psra d m  la base de Schiff y tmbie'n de la for- 


tanto el dlpirrol IIZ como el IV (fig. 12) no a m  incarporados, 
per6 dif-ieren en 10 que respectaa 10s aipirrihetanos 1 y TI. El 
grupo de lkydaan (59) l legd a la canclusi6n de que I es a610 in- 
corporado en Uro8gen I por 3.8 PBG-'D y no por el sistel3ts PBG-asa, 
que incoxpara el 11, mjlentras que el grupo de Bittersbg encont;s& 
que tambi& incorpora el I. & base a esto ,  10s fiydmn, a$ igusl 
we Cookson y R i d w o n  (63) y Bullock ~r cox (64) sugierea que el 
reordenamiento se produce a niwl de formaoibn del dipirril metano, 
mientpas que &%ternby sugiere que se produce e c m t e r i o r i n  gor 
Trabajos posteriores de Ihttemby y COX. han demostirado que 
el bilano b-I: (fig. 13 b) result6 ser el aejor s u s t r a t o  para e l  
sistema PBG-stsa, -flrente a todoa los otras probados (66 1. re- 
cienteaente el. grupa.de Scott(67) eneontrb, por estudios de incor- 
poraeidn de PBG 1 3 ~ ,  wando WIR, la existencis de un intermadiar%o 
d e l  t ipa  2 que denomin6 pre-Uro' gen y qne eapontaneantente se con- 
vier-t;e en Uroagen I, mientras que por soeioh de la 2soraesasa ds eJ, 
U~o'gen 11x8 de e l l o  8ugf eren que el precursor del pre-Uroqgea 
Fig 13 Mecanismo d e  Los liltimos pasos en la formacio'n d e  ~ro 'gen 111 
i -  
1 b 1 
r 
I 
. I.. 1 
La porfirlnbgeso carboxi-Uasa (68 ) , l h a a d a  t smbih  Uro- 
pol.firin6geno decasbaxilase o UFO' gen decerboxilasa , cataliza 
la rescci6n total: 
UFO* gen - coprot gen + 4 0O2 
Ha s i d o  eatudiadalap:rePttticulocitos de cone jos (lo), 
8 '  
RhoBopseudoaonaa spheroides(l3), eritrocitos de poflo(6,68-71 
hfgadb de rat- normafes (70,72,73) e intoxicadas con Re~(74- 
761, c&lulss rojas hwianas (77, 78) y da conejos nornalea e in- 
toxicados con Pb(79, 801, hfgada de cerdo(81), en ho jss de ta- 
baco (82) en bazo de mtbn (83 1, 
La enztrrts ha s id o  'parcialmente purtfieada y a l p a  de auar 
proptedades estudiadas. AS$ ?kuzerall g Oraaick (10) encon- 
tr-on gue se inaotiva en ausencia de GSE y en presencia da 
aetales pesados , f odoace t m i d a  , PCZiaB u oxZgeno ; suf're inhibi- 
cidn por sustrato, el K sparente es 5 r lo6 P y. el pH &tin 
. .  
111. 
6,8i 
Par str parte Hoare y Heath (13) cornprobaron tambie'n la 
inactivaci6n por metales pesados e inhibicfah per produetos 
de ~eoxidrtcicjn parcia1 de 10s porfirin6geaos. 

te, pue, si bien no puede ser oonsiderada igtaal a la enerda 
de aetivaci&, represents m a  relaoidn no conocfda gero que 
bSstintss p-08 y el hecho de que para diehas eonstantere ee 
~ambi& encontraran que la decarboxilaci6n dsl uro8 g e ~  
111 es I l e ~ d a  eabo %&I a O°Ct siendo ~ f e i a  el &ico produc- 
Sfmilares resulfadoe obfuv3eroa a 25OC, usernde tie~ltgos de in- 
l i cos  eatariari ixivolncra~ora en la reaecgdn total, tenie- en 
ctlenta que el mado de purificaci6n y el rencliai-ento son apraxi- 
madamente $males pars ambas etapas, se eugirid que uaa sola 
enzfsra con ftmcf6a catslftica d t i p l e  s e r f a  la reaponsable 
de Is reerccidn t o t a l  (68) y el comportamien%o de esOa protegna 
oon la existencia tie a1 menos dos s i t i o s  oatalf"ciaos distintos. 
Por su pasta Aragonds y col. (70) realizaroa un estudio 


I 
no asf la hep&iea 
de Bhodopseuaomonas Bpheroides (13) y de eritrocitos human08 
(78) guardaron nn c 
de PQII.0r 
Estudando la  aapeeiffcidad de la  enzias por su sustnrto .PI 
San ~ t h  de Wale y a o l .  (72) llegaron a iss siguientes om- , 
clasicmes: i l a  enzima promniente de hfgado de rsta decar- 
borila 10s 4 isdmeroa del Uro8gene incluso el IV, a uns velo- 
cidad m a p  que a su sustra$o ncrmal, el III. ii) la elkaina- 
oidn de nn 40oH da an resto ac&tioo 10caUzaac entre una ca- 
dens lateral ae6tica y on propi6nic0, parece omuTir antes qua 
el de tm ace'tico lo 
metilo y un propidnico; iii) la presencia de ima cadena late- ' 
ral propidnica veoinal en posici6n 6 y 7 e8 as rquerimianto 
itapartante, pero no ssencial para la mi&n de la ensfma a1 
porfirindgeno , ya 
I 
l 1  I 1  
1 nor velocidad, por consiguiepte deben i n t e r n e a r  otros faeto- 
F 
res 8 i v  el Capro'gen 111 inhibe marcadanente la decarboxila- 
cidn d e l  Uro'gen, coao asf taabih l a  hemins aunque en mayor 
I 
++f 
-do, qniz& por mr, efecto adicional del Pe . Loa propib- 
nicos localizados en 2 y 4, son factores importantes en la 
- .  IL-.. - - 
I 
L - 
- /- 1- - 


t i m e n t e ,  eBlpleando ttfcniaas de difuei6n isot6ptoa, en hemo- 
li.tad08 de gltjbulos ro jos de pollo,  que ua porfirin6geno b p t a -  
carboxflico era intemediario en la decarboxilaci6n dal Uro'gen. 
Y en 1968, Sen h t f n  de vial* y Grinstsin (97) w e  
de este proceso. 
gea, faltaba dilucidar en ma3. anil3.o comenzaba @L proceso o 
si era completamente a1 azar e iguahente ma1 era el siguien- 
te anillo a decarboxilar y ss$ sncesiramente hasta llegar a 
Copro, Cono puede verse en el sfguiente esquem, el Urovgen 
tiene 15 posibles productos de deombaxilacf& con 24 ( 42 ) 
-- 
pasibles mtas para l legas desde dl hasta Coproqgen 111 (6). 

lneros no f o r m  el complatjo y Zos eeguadoa guedaa s6lo tiebiben- 
te un&dos ) que -tienen su gosicieh cercana a Xrr de log puentse 
arighales a sea em, aasencia; de Eurog2.o , IPeMenda en cueata 
eeCo, de 10s ~ s i s  isdmeroa gesibles de la Bexa, cinco de 6330s 
t e n d a n  dos aeiIales coxridas y doe en el 1- de origen. men- 
tras que el que %ieae 10s anil los  A g D deuazBCUki2ados presents- 
&a tres sefla3ea cornidas y una no; eeo es lo qae encontrarm 
81 analimr por eate d t a d o  la porZirfna protreniente de mtaa 
intoxictadas oan HCB; erp decir que se tratada del. 
que heatos Ilmado ( 6ad ). 
el caao de la Fen.t;a, a prior* se irrclizwxron a pensar 
qua el is6mero natural era el ( 5abd 1, en el qne el rasiduo 
ie - 
eoiaocomoporfirindger).~ ( f i g .  5 ) y del ~ o p r o *  gen 1x1.  PO^ 4- 
l i s i a  con Europlo podia ser &sf e o el isdmero ( gacd) , ya qae 
se corrian dos se~ales ,mientraa que con 10s otros 40s is6neroa 
a610 se correrfa una. Esta hipdtesia f i e  conPirmada por sfnteeis 
TIm-- 
h 



o c m e  waa hj.droxilaei& se@da de ma deshidra-t;acibn des carboxf - 
laefva del int;erinediario del Frototgen que posee en las p o s i c i a ~ e s  
2 y 4 QXI res to  - oaoa - CH, - COOH, o sea que mbos restas propic$- 
aioos son coavertidos en hidroxipropionato antes qae en vinflo; 
d e n t r a s  que Sans y G r e e k  (102) propasieron que 10s fntermed5a- 
140s soxz 1- especies contentendo un vini la  y tjres p r ~ ~ i ~ c o s ~  
Estm 80s teorfas podlrgan ser co~patibles en te'rminos de la no es- 
peeifieidad del siatema c~proparfirfnogenasa~ 
Xlos trabsjos realimdos per Cawalefro y col. (4)  apoyan la 
segwlda de eefas hipdtes fb  Xste gmpo de trabajo, medfante el uso 
de afntesis de 10s distinto8 posiblas intemediarios mroados y 
comparaci&n de estos con 10s  ccmpoaenta8 naturales, en ouanto a su 
estructura y en manto a su uti~iaacidn como sustrsto de la enzlme 
proveniellte de un sietema l ibre de o&1ulas de E-ns gra&l&s, 
-- 
llegacon a la conc lu s ih  de que la secuencia bioaint6tica es wue- 
11s en la cuaZ el propionato de la posici6n 2 es modifLcada antes 
que el de la posic5.6~1 4 (4,  103) o sea qne la secuencia normal 
seda:  Coprotgen III krdero'gan --,Protoe gen IX, 
- A c t i d d a d  Proto'aen oxidasa. 
El Protoagen IX por pgrdida de 6 dtomos de H d e l  an5110 

volucrs I? qqnelaci& del  ibn ferroso POT Proto para dar heno 
y weds aer repreaentada per la sigu%ente ecaaci6n es~equ%ome'- 
trf e8. 
Vasios tmba jos  hauz sugerido que e s t a  reaccidn oourre 
enzimaticamente (14, 108-111) ~r qua bajo las condiciones de 
ensap la qwlaci6n no e n e u t i c a  es despmciable, a peear de 
e l l o  hay gwpss  de traba;lo que sos t f  enen la natura1eza no en* 
(115),' Cuazlquiem de las das hlp6tesia debea a& ser cmolusi- 
Ira protohenm ferns-li-a (2.C' 4,99.1.1) ha sido deaig- 
nada ttmbi&n eomo: ferroquefatasa (16, fOg, 116), hem0 ein- 
tasa (117) hemo sintetass (118) o IPCE (iron-protoporphgriin 
chelating enzyme ( 119 ) , 
Jhe fnveatigada a p a r t i r  de aurnerosas fuentes: en er3- 
Ib L trocf t o s  de avw (108, Ill, 120, 121) en hfaado de cerdo (10%. I ' 
X l Q ,  115) y de rata (14, 108, 119, 120, 122425 y en rata 
I  
ria& y de coradn de conejo (127) en lnitecondria de &ado l I  
de race (114 en plantas de cebada (1281, en ho jaa de lechn- 
I ga (129); de espinaca (1301, en brotes ds hsba y arena, hojae I 
de la afntasia de protoherno en W. epheroides (132). ~ d e & ,  
el heeko que la Proto poclfa reemphzar al protoherno conno un 
reqtterimiento del crecimieato del Haemophy2.w influenzae (133 ) 
podia explicarse pcstnlando la existencia de m a  ferroquelata- 
sa en estos organisnos. V e a s  traba3os poateriores denostra- 
ran su presencia en otros microorgariisraoa y eatudiaron 51x3 I 
' I 


.gene, por consiguie~te en esoa casos 8610 semdrfa el m&to- 1 
1 3 '  ' 
'do de ;ncorporaaibn de 5 9 ~ e ,  pero ello involncra eI aislsJai 
ebto y yfi~acicscidn del h e m  formado hasta a c t i d d a d  espsOj 
:onstante, lo cual es largo y tedioso.' El mgtodo DFO 
con preclsidn en prasencia del Protchalno IX enddgeno, m i d i & q  I. 
dolo por el me'hodo d e l  p i r ~ d h  hemocromcfge~o, ys gne 10s pi  
degradaci6n del herno formado, en presencia de t io les ,  ii) nl 
I' L identifican el herno fornrrdo, iii) suiren interferenoia por 
. 
AUCJ CIQVAU, per0 se pueae superar esta desventaja utilizand 
I .  


 en supmar la ezisteneia de nbs de an t ipo de ferropnelatast 
Sunque su rol iisioldgico es a& incierto (119, ~4.7). Agj 
bi l ee  a1 calentamiente, no aialiaables, pero uns de estas 
frsecionee made estim3,az la reacoida sin participar en ella 
COBO ma ancima (1471. Pox otra psrCe Porra y Jones (110) rea- 
l - l ismdo estudioa de espeeificidad par el sustrata p o r i i w c o  , 
' deduferon que en Thiobacillu. X deben existip 2 
E l 3 7  
foraildeutero - heno, pero extractoe de c&l . las  guardadas 
meee8 a - u 0 o  meron capace. a. foraar r n e ~ o a e m ~  
hero, esto pod& deberae a la presenefa de doe enairas oen 
Uiferen-ke 89epCibi l idad al detergente. 
Porra y Skyring presentaroa en el ler. ooBgreso Interpa- 
cioasl de Porfirinaa (148) rm t r a b a j o  qne sugiere la existen- 
cia, an Desulfetonacztl~ atgrificans, de doe femoquelat~aa: 
m a  felproquelatasa cl&ica ndica,rbodlica* plug 18 fomaeibn 
Be her- dicarboxflicos d s l  cit b y c y otra fenognelat88a 
*oe tacarboxfl~cau m a  &usertar ~ e + +  en tetrapimil ~ o t a c a p -  
boxflicos, tales como Uro f XI ( 148). 
ubbd ~~f fabbard  haa propuesto que la ferroquelataea ea 
estos aieilareo que son activantes de m p o s  samilrilaa;-e 
- 
.I 
no emluyen la pasibilldad que mro d & de e l l o s  pacdan te- 
do, oamo aggirid Golberg (149). 
Sin embargo @pa- y cox. (116) como as& tambidn Po- p 
" ' Y u l  - i 1 J Q & ~ ~ ' ( ( ~ )  descartan esta posibiliaad. El primer gzwps sos t l e a e  
I 
I - -  su asevemoi& bashdose en el heoho de que laa ens* a ~ -  
ihi&fU.ces son inactivadas For grupos perdxidos y sensibbe 
a la irradiacidn (150, Pfentras pae ens resultados d e l  
-1 

9,0 ptleda deberse al efeoto del pH alqt;o sobre la so'LubAUdad - 
. , 
en presencia de $rawe3. 6130,196 (p/v) y adends bajo eetaar con- 
I dioionee t a a b i h  se a s e m b a n  de qne no ocurriers incoraora-,a 
t -  
I L 
I oidn no enzimdtica. Zeniendo en ouents qae antre pH 7,8 y + .  
.:3 1 1  
I 9,Q 10s cslrboxileer de Me80 y &oto est& aoaple%mente loni- -. 
I 
I 
gados miantrss qae los nitrdgenss d e l  pinrol permaaecen e ~ m -  - 
pletaraente no ionfzados(l52f psrece inprobable que 10s picas ' 
I 
as id tr ioos  de la cusva dcs pH Sean debidoar a1 coaparBaaieatt3 I ;. - de funir;acf & de las porfirinaa, g elloe se inclA&an a expUcarlo mediate  la existencia de 2 enzilaas qae poaeen a- . - ferente pH bptinto. Por su parte Jones (1191) -ba~abi&n encontra' : ' 2 pfcos en la curva de pH de femopuelatasa de cloroplast~s de 
sspinaoa, siendo sus valores 7*5 y 8,0, y 9,0 y 9,5 par8 el 
- -. 
' - 
ler. ~r 2do* pico en la formaci6n ae pro.t.o y aeso-hem reelpec- 
I 
I tivamente; aqd tambieh propone qne el 2do. &mo puede de- 
.- If 
berm a la presenc5a de 2 en%$- de espec3,ficidades distin- d 
I tars o a la presencia de un gmpo ionizable de alto  pK, por 
I - -  ejemplo el hidrodlo de la tirosina, oercs del s i t i o  activa 
I 
de la engiraa; o, como sugiere Phil l ips  (153) esto podrfa re- k 

naes (1301, 3.00 plY en miQocondrias de hfgado de cerdo ( 1 2 0 ) ; J  
C " "  am;tchos trabajos se han realizado aoesea de la eepecifi! 
oidad de la e n z h  por sus sastretos y en general se 8cepta I I qae es w o h o  089 especifica para el i6n m e t d ~ c o  aus para el 
- - 
I snstrato porfirfnico; lo cual es ldglco qne aei sea, 
en la c k l u l s  la eneima puede estar rodeada de diveraos iones 
(en general adlo Proto). 
en cambio es poca la diversidad de Zas porfirinas presentes 
* 
p ~ u r t n a l ~ s ~ b n  que 10s hallazgos de que el Uro9gen es.m pre 
-I 
cursor del heao (7) y pue el Copro'gen puede quelar hlerro 
F P;'% I 
para fornap ooprohmo (154 iadicarfan la existencia de Protc 
cursor d e l  hema. Pero aKos msb tarde Porra y Jones (109) 
~opo~traron la incapacidad de la ierroquelatasa para utiliear 
r 
Proto'gen y de e l l o  sDgieren ane &eta es la la. r e a c c i h  en 







fu6 inhibi da tambien per 10s reactlros alquilantes iodoace- 
t a t o  e lodaacetaxuida y psr un reactivo oagaz, de faxmar mer- 
cdptidoa, el Pf?BLB, aientras qua el BILL, que cosunmente es 
ntilizado como aotivador de &rupos sulfhidrilas, fbe an po- 
tente inhibidor de la en~ima. Par otra psrte, Porrs y col 
(142) enoontrsron que agenCes reductores , tales coao GSH, 
tmccidn &el ani l lo  tetraplrrdlicc, ya que la banda Soret, 
reaccidn. &a catalaea inhibe eeta destruaci6n de hema y qui- 
e& a e s t o  se deba la diferencia con respecto a 10s resalta- 
'dos de Oyama y col. (111) y YoneyWm y cox. (1221, me@ 
pregaraoiones podrfm tener altas ~oncentraoiones de cettala- 
sas; la  acci6n proteetora de estaa &titass sugiere que la - 
inklucrs  perdxidoa librea, Par otra parte la w t i r i d a d  femo- 
ptaelstasa fu6 inactivada por oxbeno y GSsG (agente oxidante) 
7 ,  por consigniente, actirsda por incubacih bajo A 2 ( u ) ,  
. por GSH, homocistefna (o cisteina) y por dcido ascdrbico. 
Nishida y ~ a b b B  (14) probaron qua el NAB y NADH incre- 
mentaban 4 4  veces la actividad y el lo i n ~ l ~ i m  restaurs 
la actividad d i s a i d d a  de greparsciones ens idt icas  gaarda- 
das. El AA'flP y RAJrPH eon menos actiws. Its hialidina amen*& 
50 a 100% la s e t i d d a d  y el FAD actu6 en form sene jaate, 
2 
pero no &an d e m i a d a  signffAcaUo a esta peque- eotimulad 
c i b  pues tmbajan con enzinra impura ,  El ATP, argotionixa, 
aistefna y glucosamina no tuv%emn efecto .  
E l  requeria5ento de condicf ones maer6bi cas (14, 109, 
113) y el efrscto estiarulmte &el OSH aobre Is iormaeidn por 
extraotoa oelulares puede interpretarse en tdrntinos de la 
especifieidad par ~ e * .  XI. ~ e + +  es rapidanente oddado en 
solucianes acuosas a pH neutro y alcalino %ales qne condiaio- 
nes aer6blaas puede esperwse que sesulten en una completa 
inhibicidn de la farmacrick de hemo (113). En el &smo traba- 
j o  se mencions que la menor velocidsld de formaci6n bsjo om--- 
diciones anaer6bicas en ausencia de GSH, puede deberse a que 
el Om as tambih un ligando, el cual puede aconplejar al 
~ e * ,  entonces la ooncentraoi6n de Pe dismirmge y en conse- 
cuencia la veloeidad de &o=ci6n de hemo tambih.  Sin eabsr- 
I 
go, Porra y col,  afios pi(ig Carde (142) dice que el efecto del 
oxigeno sobre la formacidn de heno por ferroquelatasa, ans- 
lizado medi anLe el d t o d o  dal piridfn hemocrodgeno puede 
ref le f a.r una t o t a l  destrucci6n del hemo reef entemente for- 
mado mte8 que una inhibici.611 per 02, Para probar e ~ t a  hi- 
pdtes 3. s analiaaron espectrof otom'trica~~~ate la simltahea 
2 desetparici6n de porfirinas y encontsron que el o causa lee 
2 efectos  o sea la inhibici6n de la actirldad eneimgtica y 
la destnrcoidn del producto formado y proponen 3 posibles 
ci6n de gmpos t ie les  esancisles, 2 )  oxidacioh d e l  a 
puede o x i d a s  una f r a e o i k  lipfdicer esrsnefal para la act iv i -  
I 
dad enzidt ica? 
taabi6n fud nencionade por Jones (145 ) , q P i a  a1 traba jar 
con polvos catdaicos de cloroplaatos de espinaca, s reces 
no encontraba actividad decfa que godfa deberse a la remo- 
ci6n de algunss l fpidos  necesarios para la sctkvided dx i raa .  
h)  Mecanisno de accidn. 
Acerca del mecanisno de rescci6n: Labbe$ y Hubbard (123) 
poatalason que la enzima po* a aetivar la Proto para fa- 
w f 
- 

Hishfda p. ~ a b b d  (14) para determi- si la Proto pa- 
aaba a camapuestos h8erraediari.08 antea de quelar Fe, hi- 
eislron experiencias Bca greinoubacibn, en lorj qae la enefma 
eon y sia porfiriner fa& facubads ma ham ante8 de 31a adi- 
ci&n da 593'e, reaultmdo eon ensina Proto m a  raloeidrrd 
acelerada de incorporaoi6n de hiemo d-nte lo8 prfmeros 
30 min, que siguisran a la adicidn d e l  metal, despa6s be lo 
-1 la velaciaad era pamleLs a Ja Be1 ensaye en qtze se 
habfa preincubsdo la ensha aola: La diferencia da taa itlea 
taron ua i a i  , lo a w l  podria indicar que el Fe no meds aer 
qaelado hireotamente como i& ferrosio slno que antes debe 
pasar a trave's de uao 6 & procesos contx~ladss 
-- 
monte.' Eeta podria ser ola secuencia ldglca de e v e n * ~ ~  para 
preventr la queIaai6n no especffiaa de otms ieaes mt&licoe 
par el ant110 porfirina. Aden&, preincubaciones csn ausencia 
. 1-1 
dfaria,  Amqne 10s datos presentados no estableoea el eitio 
Labbe. y Bidsen (162) citan que la enzirs tiene un pico 
I 9 411, qa que se comesponde 4- el que presents Xa bsse 
. '  : 
Schiff fomada einte'ticamente con PPy & glicina, elsto eu- 
%erfrfa que dicho comgnstrCo wede tener un ro1 fmteional en 
absorbancia a 411g~1, par6 no ham efeefo hasta una cancentra- 
ciQ M, por enoina aa la cual la ierroqllelatssa f id  inhi- 
bids* Informan tambieh que vsrf os oompuestos reactivos a d e -  r. -.. 
hidoa (isoniaeida, semiaarbazida, fenilkrimzina y borohibru- 
r o f  dietpinuyen pero no eliminan el pica a 4% i nn de la' ensiaa, 
estd proeegido par el s a d i o  mbiente del s i t i a  activo. 
Par otra parCe 10s mfznalea mmhenfdos con dietas defi-  
ferragaelatasa ni en la conoen4mkei6n de Proto en el hfgada 
pero lo8 ratones en partfaular tuvierorn actividad ierroque- -- 
latma dia-ufda. Sobre la base Be a3.gunOs hallszgos de 
8 .  ' 
laboratorio, una podrfa &6ncluir que la deficiencia en PPy 
cans& traa alterscidn en el tramsporte de Fe; sin embargo es- 
t o s  cambias podrfan ser secundarios a 'La inhfbicibn de su I.bn 
incorp~racidn en he~lo. 
Ya que todas las fnnciones de l  PPy invo1ncra;n la queh- 
1 





sns ld t i co ,  no b r s t d  paw juetifioar las aistiiatss alters- 
ciones obserwdas a ni-3. bf oqd&cto. Ae%ualaen*e se ere@; por 
el aentrario, q e  el aunten$o en la #tiridad U4 ae ear oawsa 
sino aonseeueneia de otraet alt@racioneer a, inelwaive ~ r a  se haa 
aeterdnado 1- defeatos enzidbiooa que oaracterisan a cada 
IPI cusato a la alssikicaoldn Be 1- pamrias, Bay g.an 
analis6 oritic8a~ente las dietia%lars propor~ieianee que habia hse- -- 
los de @riwtein (17211 Romeo (1731, Saracen@ (174). eta: 
En Is tabla I1 se da una clasificaoi& general, indlcan- 
aistintas psrf i r iaa ,  Cabe aolwar aqd qus la protaporfiria erf- 
w !i I 
m at. 
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Fig.17 Biosintesis del hem0 y sitios de parciales bloqueos enzimeticos en porfirias 
~eedback negativo 
Suc cinil- CoA _ _ _ _ _ - - - - - - - - - - - - - - - - - -  
PCT I Fl CEP 4 Ferroquelatasa 
Proto' gen oxidasa 
ALA 
-
Proto'qen IX 
I 
M ITOCONDRIA Co pro'gen oxidasa t m  
I ALA-Deh idrasa 
PBG - Uro 111- Porfirin igen o 
PBG 
-
-> Uro'gen I1  I COP RO GEN 111 
d eaminasa \ cosintetasa carboxlllasap --I 
Las f lechas l l enas  indican increment0 o decrement0 en l a  act ividad enzimdtica 

efeoto de2 ECB e.obre Zas ensiwm dsl aamino metabd~oo del 
hem, corao asf taabfth aobre la exerecida ae 10s inlerroe- 
diasioa del laisae, b&ea& tentends en ouenPa que en &step 
como en 10s tie& casos ae porfiria, se encuent;ran elevades 
nivsles de &A-S g qtxe el 8 -ALA es el precursor h l o f a l  de 
torea haa esCudida 10s niveles de estos 6ltinoa eon el ob- 
j e t 0  de relacionarlos oen la aetkvidad ALA-S. El &itoaroglo 
P-450, en part icular ,  es la oxidasa t e d n a l  d e l  sistaara 
oxigenasa de fmeidn mixta hest ica ,  la cual est6 fnvoXu* 
crada en la biotransf~rmaei& de HCB y otros xenobi6-biaora 
(193 ) por esra causa as nna de las he~aoprotefnas microsoma- 
leer & estadiadaa en relaai6n a la p ~ r f 2 F f a  gor HCB. 
Wsda y sol* (194) sstudiaado, csn hf@o de! rstbn, el. 
efeato del HC3, jmto a1 de otros comparehltos induotares de 
poflfrirr y de drogas que precipitzm ataques agudss en pop- 
firia hepdtica humana, encontraron que el HCB incremeata 

bsslkdoso en determinacicnes de la relocidad de deepgdaci6n 
de ALh-5, que el atmento podria deberaa a una dislpinacidn 
I 
en la n l o e i d a d  de d e g r a d a o i h  antes que a un anmento en la 1 
m 
relocidad ds sfntesi~. Loe restantes padmetros s e ~ &  anali- 
&ass aa el tbp~co  aigaisnte. G 
Itif& recientemente Sap B b t h  de V i a l .  y 001. (196) en- . I 
I 
eontraron, trabajands tmbi6n con higada de mtaer i n t ~ ~ i ~ a -  
das can EB, que esta &a@ activa 189 enzhtw del cambo 
raetabdlico dal herno, en eZ ~ I g d e ~ l l t e  orden: PBG-asa > ALA-D > 
- w-. 
*t 
z A U S ,  lo ma1, .og& 10s autores, exp~carfa el bajo con- : 
tenido en precwscrss y la gmn acund.aci6a y exccleci6~ de 
poriirinss an este t ip@ de porfiria. lgmbieh trabajando con ' C  I D  
anhales castrados a1 iatoxicarlos eon HCB enoont~sroa acti- 
racidn de ALa-l.3 y Pm-asa, amqne menor que la qua hsbia pro- 
. .$ 
*cad0 la droga a 10% a n i d e a  nomalee (en ambos basos rea- -- 
peoto de la aotividad de mimalea no tratados); por consf- 
cgaiente sacason coxuo oonclnsidn que las hornonas sexuales 
- deeempefisn un papel bportante en la ~ c i d n  del  HCB, heche 
que e l l a s  niismos oonfinaaron fra que a1 srdministm hamonas 
a 10s anilnales aastrados y somreterlos a1 trstermiento con HCB, 
10s nf veles enzindticos auarentaron oonsiderablenente . Sabre 
%as bases de que el HCB p o e f a  aotrtar a tram's de esteroi- 
dss libres, se& el esquells de -pas y Oranlck (197) * a- 
dteron tarnbi6n La glncurcniltrsnsferaaa y eneeatrarm in- 
crelnento de la aisma. amboa hechas seriarr comprrtiblee supo- 
niendo que la sinteais de esteraides estd aansntada en mgsr 
grad* que au transierenoia a gluctllp0'~do iziactiro; esta  hi&- 
tssis astd apoyada por 10s halla~gos de Wada y col. (198) 
qnienes eneon-%son, an porfiria por HCB, ma axmento en la 
sfntesis de colesterol, el precursor de 10s esteroidas; 
d)  D s s a ~ l l o  en f u n c i b  dal tieapo de intaricacibn. 
Se observa ma doproporfirinxCi8, en b8 primera Be- 
mas, pue aumenta pregre~livamente con el tiespa de in*oxi- 
caci&, con ma coneoaitaate inoremento de Urn (187). '~srbidn 
hay uaa aowzulaqidn pmgresiva. da Ure en hfgsdu, lnientrse 
qno Cop- J Proto lo hwen en nenor g s d o  (18'11 191. 1951, 
a m ~ ~ e  Gajdos J GaJdos l~iirok (199) iniormaa en h i m a  Y ri- 
ii& aapr cantidad de Copra que de Ore, Elevados niveles de 
ento eaieatrers que PBG r e a i h  se increlaeata 8 la tercer se-. 
r 
incremeato an excreci6n final de PBb. 


la fig. lg Be r e ~  Posibles  ~lgns~armscionea 
pusde suirir ' e h i m i s  o ~ o ~ ~ o ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~  
ae esta  eerie y e g p m  
amqaa data ** pus- 
la pp'noipal mta de excrec ib ,  en pacisntes can PCf 
' mtm '0. ECB, ~ o e a e  ntl-ms i . p ~ e a ~ t ~  -mao la 
&,I da la s e r i a  isoeopro, llegando a deterPlfnar que 
ue aeoapboxilaci6n-dehi brogen~idn de la cadena lateral 
2 pl.dpiona-to Penta'gen, en reaccidn ~ s i b l ~ ~ ~ n ~ ~  ca- 
-- 
par 1s copr~parfirinagen=a* ma& par la om'$ 
en estos cages de porfiria,  suatmto normiahente produn 
cido y decarboxilada a C o p s  111 en cieosol pedda ser ata- 
cado psr W I J . ~  anzima intramitscondrial podrfa explicarse en 
base a una ruptura de la oompartimentalizacidn normal de la bio* 
sfntesis del bemo, secnndalrfa al daEo hepatoee1ula.r o alter- 
natLvamrenfe, psr la acentuaci6n de un oamina secuadario en 
Fig. 18 E struct ura d e porfirinas tetracaiboxiladas, d e heces d e 
pacientes con PCT y ratas con porfiria por HCB 
R= -CHZ-CH3 , t r i  - ( 2 - ca rbox ie t i l  1 -carbox imet i l  etil t r i m e t i l  porf ina = 
= isocoproporf i r ina 
; d e  e t i l i socop ropo r f i r i na  = T.C.C.trimetilporfina 
R= -CHOH-CH ;hidroxi isocoproporf ir ina = T.C.c.- m o n o -  ( I - h idrox ie t i l )  - 3 
- t r i m e t i l  po r f i na  
R= -CH=CH ; deh id r  o isocopropor f i r ina  = 2 T.C.C. t r imet i l  vinil p o r f  ina 


el destino l~atabdl ioa  del HOB en cone joa . Ellos no encontrsro~ 
del RCB desde el tracto gastrointestinal. Estudioa xu& realell- 
a .  
tas (207, 208, 2 ~ 1 )  indican que el ECB es metabolisado a cam?kzea- 
I I m 
tas  d s  pclares. Iatroporrlos y col. ( 2 1 2 )  d @ l a 0 8 t ~ a ~ ~ n  pue la laa- 
10 
p r  p r t a  de m a  simple d a s h  o r a l  de HCB ers lentamnte absorbi- 
da  por el sistena ~ n f d + i c o  desde el traoto gastrointestinal y 
I fieposita en el tejido adiposo, salteando as$ el pasaje a tra- 
Is del hggado llevado por la vene porta y &%a ma2.fa sar l a 1 "  
n 14 l 
e x p l i c a c i h  tsnto de la ba$a conrersi6n metabdlica d e l  HCB 
de la dificultad para detectar sus matabolitos en arina y heces 
de animales que han recibidu una &ioa dosis  oral de la 
.I Kuss y col .  (208) han mostrado que du~ante la intoxicacidn 
- 
o~bnica  con HCB, aproximadanente 60% del nismo se excreta inal- I 
rado y un 4Q% corm znetabolitos, siendo principalnente netabo- 
i 
l f t b s  fendlicos y aaufrados; en manor mooorci& se enrmantmn 1 
El. pentaelorof en01 (PCF) fu& identificado coma el princi- 4 
?a1 metabolite del HCB en la mayorfa de las eepeciee sniraales 4 

80 animal. Sin e~lbargo ae ka enaontrado pue el PCF no induos por- 
pensar que el PCP no tfnega papel importante en el dkstambio 
del naetabolisaao be pgtico de porfkriaas provocado por annfnis tra- 
cidn prslozqada de HCB; Pero par aCra p&e se ba ernoodrado qu0 
el PCP garo produce dfstmrbios ea el larecanAsms Be de%oxifioaei& 
hepd%ftrr g aeelera el establecimiento de porfirta i n d ~ o i d a  pop 
HCB (215) o sea que si bien no es el aaetabslit;~ cawante Be per- 
f Aria, costribuye indireetanaente al disturbia de la s$nt;esl~ he- 
pdtica d e l  hem g a aumentar la acuwrliacidn de parfirinas. Btms 
rne t sbal i tos  f e n d ~ c o s  excretadas fueronz tetraclomhAdrop9inwa, 
te$raelorooatecal y tr5clorof enol ( 202, 267, 208, 216 ) . 
&%re los metabolftos coateniendo az-e han sido identifi- 
I - 1  -. 
cados : pentaclorotiof enol, pent&iorotiosnisol, tetraolorotiofe- 
nol, tetraclorotiaaaisol y tetraolorsditioan$.sol, en heees de 
ratas intoxicadas con HCB (202, 215 216) (fig. 20) 
Estos metabolites pueden d e r i w  parcialmente de la conju- 
gpcidn aon GSH,coa ~letionfna o por uni6n covalente de reactivos 
- 
6ltima posibilidad podria causar la iiismtnuci6n de la PCL, hep& 

OBJZTO DEL SBESENYE TRABAJO, 
1,- Determinar si los f i is turbios metabo'licos ocasionados por el 
HCB est& Limitadoa sl hfgado o afectan otros &*nos, prin- 
ef palmeate el t e  j i d o  erf trogoye'tico 
2.- Locslizar  los puntas de aocidn de la droga a lo largo de la 
cadena m e t a b d ~ c a  d e l  hemo eapecificamente en 2.a~ desca;r- 
box2 lsciones de 10s p0rfirin6~enos y en la inserci6n de Pe 
a la porfirim d e t e r m i n ~ d o  cudlde las enzimas que llevan 
a cabo estaa transformaciones se afeeta en mayor grado y 
cud1 responde antes a1 tratamlento.Establecer asf si la gor- 
firin6geno carboxillasa est& realmente af eotada por la dro- 
$a y en ese caao localfzar la acci6n de la m i s m a  a nivel de 
10s distintos pasos de descarboxilaci6n tan-bo en la eerie 
isom6rica X como 111. 
3.- Aportaz datos tendientes a exucidar el mecanismo por el cual 
el HCB afecta a estas dos enzimas del camino biosintdtico 
d e l  hemo, Determinarr si la droga e jesce su acci6n provocando 
alteraciones en Las protefnas enziadti cas o modificarmdo s d l o  
sus actividades. 
UFO 111: Se a i s ld  de turacina como se  describe en (189)~ . 
F i r i a  111: Se a i d  de orina de ratas porf5rica.s por W B  por a e r  
C - todos previamente descriptos (189)~ I 
h oadas por ffCB como se  describe e n  ( 9 ~ ) ~  
Copro III: Se aisld de o r ina  da conejos intoxicaaos con plomo 
(219) sfgLLiendo un p r o a e d i d e n t o  simi2.m al. descrip- 
t o  para orina de ratas intoxicadas con HCB, 
r Proto IX: f i e '  gentilnente eedida por el Dr. Grinstein o se C 
Se aisld de orina de por f i r i a  congchita (221). 
Porfirin6genos: Fueron preparados con amalgma de sodio como 
describen &uzerall v Gmnick ( LO ) 1 I
- Adsorbentes, 
- 
C0,Ca: Para cromatomafia en columna. &v and Baker o Merck- I 
r' 
7 1 I 
M@: Orado I11 para crontatograf$a en columna,se prep& de acuer- 
do a la  t6c~ica de ITi~ jch~l~  (222) 8. p a r t i r  de droga 
Bderck Co. 
Saph,' G-25 y G-200 : Se obtuvlieron de Phamnacf a. 
Gel de Fosfato de Ca: Se prepard por e l  me'todo de Keilin y t 
- Solventes. 
C1 CR: Se us6 Nerck, &y & Bakes, Sintorgan o Carlo &ba. 3 
todos 10s casos antes de usarlo se probo' eon Proto IX 
( Q s t e r )  para oomprobar ausencia de fosgenos. 
En algunas opor.t;wridades se utilizo" Cl CrH purificando 3 
en e l  l a b o r a t o r i o  V e r  ~ & t o d o s ,  
-. 
Kerosene: ~racoi6n 1900-240° prepwrada por el d t o d o  de Palk 
y %man a pastir de kerosene comercial  lavado varias 
veces con agua, secado 48 hs. sobre C12Ca gramado y 
d e s t i l a d o  en columna rectificadora, Se guards en bote- 
llas oscuras hasta el momento de su w o ,  
Dioxano: R i e d e l  de HaGn-A.G. Seelze Hamnova ( ~ e r m a n ~ ) ,  Lowens 
Uve . 

Se uswon ratas cepa Wistar. 
PORFIRINAS. I 
- I 
- 
. 
- Separaci6n cromatom6fica de Uro 111: a partir de turacina. 
. 
La mezc2.a seca  de 10s e'steres se mojo' con Cl CH y se df- I 3 I 
s o ~ v i o '  en benceno; la soluci6n final se cromatografio' sobre co- 
l m a  CO Ca se& se detalla en pkina 99. &a adsorci6n s e  l l e -  3 
vo' a cabo con benceno y el dssarrollo con una mewla de beneenot 
_ - C13CE ( 3 : l  v/d. --- 
. La ba;nda principal se recromatografio' hasta banda &ica 
- 
en e l  misrno sistema y luego sobre columnas de 0 ABg (222) o en h i  
papel Whatman No 3 por el me'todo de Palk g Benson (225). 
Par estos procedimientos fue posible separar entre un 
1 'i - , 5 - 10% de Firia. 
3 La Uro se purific6 adicionalmente por cr i s ta l izac i6n  de 
I 
I - 
w w  
' a .  - -  - - 
I. . 1; #aJ= &,l7;, 
MeOH: CI CH, cuyo punto de fusidn fue 259-261°C. 3 
- 1~ducci6n de porfiria en ratas: m e d i a t e  admin i s t r ac ih  de RCB, 
'- '. 
Eatas hembras cepa ~ i 2 t a r  de 200 - 250 gm. f'ueron m t e -  
nidas en jaufas metabblicas, suministr&doles d i e t a  completa 
'standard NPorrames Laboratorioit (de Nolinos ~ f o  de la P l a t a )  
o Purina d i e t a  3 (de Cabeca s.Q.A..) y agua "ad libitumtp. 
E l  HCB fue' suspendido en agua, previa maceraci6n con !been 
20 (0,596 v/v) hasta una concentnci6ri final de 40 m g  ,/&. 
La d r o g a  se  administro' diariamente a 10s a n i d e s  por 
sonda g&trica en m a  dosis de 0,g-l ng /gr.  de peso del ani- 
mal  dwan te  aproximadamente 45-50 &as (basta que empiezan a 
excre t ar porf irinas 
10s dia por medio. E l  grado de intoxicaci6n fue' seguido por la 
obsexvaci6n espectrosc6pica de l a s  bandas de absorci6n en el. 
visible de las orinas, 
~ s t e s i f i c a c i 6 n  de porfirinas provenientes de incubados de hfm- 
doe de rat-, 
Sobre l a  mestra de porfir inas libres en C l H  56, previa- 
mente secadas en desecador, se  agregb 20 ml de una mezcla MeOH: 
SO H (19: 1 v/v), se  dejo' 40 hs, en oscuridad a temperatura 4 2 
ambiente. 

embebidas en C 1  CH, se disolvieron en benceno. 3 
La adsarcid'n se real izd en benceno, el desarrollo con I 
M a  atszcla de bericeno: C1 CB (421, v/v) y la desorci6n 3 
con Cl CEi, prerka separsci6~ de las bandas. 3 
A1 recromatografiar 8ichas fracciones para sa total 
purificaci6n se ttario* la proparcidn de 01 CH en la ~ e l c -  3 
cla de desamollo; asf para purificas Copro f'ue conve- 
nlente war benceno pure aientraa que para Uro, Piria, 
Hexa y Fenta se utilizaron las relaaianes (7,5:2,9); 
(8:2); (8,5:1,5) y (9~1) respectivantente, 
Se siguid el me'todc de Plicholas (2221, pero axmando laa 
colo~annas en fopma ~ernejante a las de CO Ca, trtilisando 3 
0 Mg p a d o  1x1, prsvimente seaado en e s M a  a 37°C 
ello se lavd con w s ,  se seed sobre C l 2 ~ a ,  sa f i l t p d  
El desarrollo se r e a ~ z d  usando suoesi.llrramente meza3.m 
de MeOH: C1 CH a1 O,l y 0,596 (v/v) o bien 0,9, 0,7 y 3 
0 ~ 9 %  se& 10s soxventes utilizados , 


; vente de desamollo f'ud kerosene : C1 CH etand~ico (1:2, v/v) I 3 
I d .  r la cubs estum saturada ear C L C H ,  i .  
Fli dioxano, usando 
come s o h n t z  kerosene: dtaxano (2,5:1, v/8)2 
El revelado se realizo' par obserpaei6n de la fluorsacen- ' 
c l a  que exhiben las porfirinas W j o  luz L V .  (227). . 
iorf irinas l ibres 
En 10s casos de porfirinas libres c ~ d e n i d a s  en C l H  
. 
591, 10s extractos &idas fkeron evaluados espeetrof otom6- a 
I . 
&im de la banda de Soret y realizando 3a correcci6n de 
Allen para porf irinaa , se& las fs'rmlw de Rimington y 
-- 
corn 
II moles = A x d f l x  vo l  x f 
corr 
donde f es el coeficiente de extincih, debiendo en estos I 
cmos ntilizar un coeficiente medio. 
Para calcular el coeficiente aedio, se realiz6 la cro- 
m a t o p f f a  de la laaestra en cussti6n, en base a ella se sa- 
oaron 10s parcentajes de cada porfirina  respect;^ a1 total y 
se oalculo' un coeficiente @pesadoH teni endo em caenta l o s  
b) hte&$.ci6n de porflrinas con distinto.  n b e r o  de 4 O O H .  
La deterninacidn cuantitativa de las distintas porfi- 
rinas presentes en 10s desproteinizados prsvenientes de los 
PCL, se realieo' medlavlte la estimaci6n de stzs dsteres m e ~ f -  
Para e l l o  el erctracto seco de 1- porfirinas fibres 
totales se ester i f icd  con mescla HeoH: S04H2 9 V/V) 
de j&ndolos de 24 a 48 hs. en oscuridad. hego- se pas6 a 
- -*  I 
CI CH y S 8  1~eva '  a sequedad, guardando el extract0 seco en 3 
oscuridad hasta su uso, Laa porfirinaa se retomaron en Cl CH, 3 
se separaron por cromatograffa en papelj U s  bandas comes- 
separadamente con Cl CH, recogiendo 10s elddos  en tubas 3 
graduados, hasta la elucion completa de las mismas que se 


- Uro porfirina ( 0,35 3 4yM 
+..+..+.. Protoporfirina (0,3430pM 
A-&-A- Coproporf irina ( 0 , 3 6 3 7 ~ M  ) 
UNIDADES DE FLUORESCENCIA 
0 N P Q, 00 
700 nm: Para las cnrsgs de calibracidn se graiicaron l& 
4 
xmidades de Pluorescencia fdistancia #at#) en flmci6n de 3 
concentracih de poriirina (fig. 231. Debido a que Uro y 
1 
Capro fluarescen fitenticamente, dentro del emor experimen- I 
tal, se pudo usar indistintamente cualquiera de ellas c o ~ o  I 
Apraximadaraente 30 gr. de Hg se calentaron a 30-$0°C en 
cdpsula de porcelana y se introdujeron, en la masa fundida, 
I 
t 
troz;as de sodio recientemnte cortados (1 m. 1. Se dejd 
desecador (232). 
. . 
- Preparactdn tie ~orftrinbaenos. 
I' 
w 
~ 6 t o d o  de Fischer g Stern (233) y de B~uzerall g G r s n i c k  
: I (10). Se redujeron las porf i r inas  libres con amalgam de sodio I 
a recienteraente pulverizada; l a  que se verfficd por la decolora- i cidn de la soluci6n Y ~ & d i a a  de su fluoresceneia a la lnz U-V- 

corazo'n 
h fgado 
r ifi ones  

c )  G l b d u l a  de Harder. 
en un mortero eon arena libre de metales (70) g homogeneiaa- 
das en 10 wl. (p/v) de buffer fosfato de potasio 0,134 H, 
- .  
pH 7,O.' Los hoaogenatos f'ueron centrifugados a 11.000 xg, a 
0-20C, por 20 min, y el sobrenadante se us6 como preparaciba 
enzimgtica . 
La actf vidad porfirindgeno carbox%liasa (NL) fue de- 
ternctnada oomo descrfbieron Tomio y col.. (681, 
La mezclg de incubaci6n csntuvo : en au volu~gen final 
de 3 ml, bnffer fosfato de potasio 0,067 M, pH 7,Q, GSIf W, 
EDTA 0,1 nBI, porfirindgeno 2 J&I y preparacidn enzimdtica 
- Aislamiento e identificacibn de laa porffrinas lib~es de 10s 

- Determinaci6n de actividad. 
La actividad enzimdtica se determino' evaluando las can- 
tidades relativas de las porfirinas con dffesente n&ero de 
carboxilss presente luego de detener la reaccio'n. 
Para e l l o  se esterificaron, sepamron 10s e'steres met$=- 
cos por cromatografia en papel y evaluaron como se detalld en 
n~eterminacidn cuantitatlva de porfirinas t* ,  
- Resultados . 
a) a r e s i d n  de 10s resultsdos, 
Las  unidades se expresarron corno: 1) la sunma de 10s 
nmoles de porfirinas de 7-, 6-, 5- y 4-COOH formadas en 30 
min; lo que represent6 la descasboxifaoicfn del Urosgen, es 
decir la desaparicidn del sustrato; 2) 10s n moles de por- 
firina de 4-COOH fomados en 30 min, es decir, apmieidn del 
product0 final Coppo'gen. En algunos caeos 10s resultados se 
expresaron tmbieh  como la ~orpiaci6n da cada uno de 10s pro- 
ductos de descarboxilaci6n. 
b) Correcciones. 
En 10s casos en que no fue posible  separar l a g  porf i -  
rinas end6genas de lss preparaciones eneimgticas provenientes 
* 
de 10s animales porffricos, se realizaron las correcciones 
pertinentes, restando a las porfirinas provenientes de la 
r eacc ign  enzingticas, las end6genas provenientes de la pre- 
paraci6n e n z i d t i c a ,  Fara e l l o ,  a1 valor da cada porfirina, 
calculado de 10s porcentajes de las cromatograffas de 10s 
productos de descarboxilaci&, se le rest6 el valor comes- 
pondiente en la cromatograffa del ensayo realizado sin UroB 
gen a tiempo cero, pues ensayos prerias habisn demoetrado 
que la  incubacf 6ri no sltera la cantidad ni  calidad de . las 
porf i r inas  endo'genas o sea que 6stas no sufren transfoxma- 
cio'n d m n t e  la reacci6n. 
c ) Tratanriento estadfstico de 10s reaultados . 
Los resuLtados se expresaron como la media aritm6tica 
f 
- E,S, y las medias se oornpararon por el test t de Student;. 
Para obtener el valor de P se us6 un grado d.e- libertad 9 +sq2 
1 2  
Una vez obtenidos 10s hornogenato de hfgado de rata eomo 
se describi6 anterioryente, se sonetieron a centrimaci6n dife- 
rencial: centrifhgando primer0 a 900 xg durante 10 nin, y lnego 
a 11,000 xg d m t e  20 min. y realizando 10s lavados de 10s pe- 


zaron se& 1- te'cnicas de Ornstein (238 ) yr Davis (239). . I
I I 
Las xuestras (aproxima~amente 40 8 ) se sembraron, con sa- 
D 
csrrosa, sobre cilindros de gel de 0 9 8  x 10 cm y se corrieron I 
durante 4 hs. eon buffer Tris - CZH, 50 dl, aplicando m a  corri- 
. 
ente de 5 mA,  pox Duba, a pH 8,2. j 
ace'tico 7$, durante 5 min. y se lavaron con ace'tico a1 7% para , I  
eliminar el exceso de colorante, 
- Prepwacicjn Y ~urificaci6n de Proto. h 
La Proto fue' prepsrada por el me'todo de Grinstein (220) # : 
para 10s ensa 
y Hubbmd (119 o de Goudy y col (116 ) cuando se ponia a -to I 
I 
rh -. la determinaoi6n de la actividad ferroquelatasa. 
- Preparaci6n de la soluci6n patrdn de Proto  para el sis-t;ema de I 
P 
se prepar6 una solucion acuosa en Tween SO a1 2% (v/v), 
de una concentraci6n 1 en Proto y se guard6 a -20°C hasta 
SU USO. 
- C u r v a  de calibraci6n para las determinaciones de hemo. 
L% soluci6n patrdn de hemina se obtuvo disolvienda 1 mg 
de hemina, previamente huraedecida con OHK U, en 4 m l  de amti 
destilada conteniendo 'Pween 80 a1 l$i esta soluci6n ae diluyo' 
a 25 ml con CXK 0,154 Bd y se mantuvo s O 4 O C  basta su uso. 
h e g o ,  aplicando el me'todo descripto por Falk (226) sobre 
una salucidn de hemlna 20 I&%, se detesmin6 el espectro de refe- 
rencia, obteni6ndose los resultados que apareeen en l a  fig. 25, 
en la  cual se ven l o s  picos a y B caracteristicos del espectro 
ifferencial del piridin-hemocromo'geno, con el correspondiente . 
d n i m o  entre ambos; de a q d  que las longitudes de onda a las 
c u d e s  debieron r ea l i za r se  las mediciones de l a  absorbancia de 
l a  forma oxidada con t ra  la reducida fueron 556 y 538, que comes- 
ponden a1 pico a y a1 d n i m o  entre el a y el $ , respectivarnente, 
Como se sabe, las absorbancias s estas lmgtwdes de onda- 
guardan una relacidn l i n e a l  con la concentraci6n de herno, en el 
medio. Teniendo en cuenta e s t o  6 1 t h ~ ~ ~  se rea l izd  la correspon- 
diente curva de calibracidn; para ello se us6 m a  soluci6n de 
hemfna preparada como se describi6 a 1  principf o de eate  to'pico, 
se @pl ic6  el d t o d o  del piridfn-hemocrorndgeno sobre m a  serie 
de distintas diluciones de dicha soluci6n; para cada concentra- 
clon se ley6 la forma oxidada contra la reducida y en base a 
r - valores obtenidos se constmyd la m a  de 6 E vs n moles de 
hemo, obteniendo un valor de l/tg = 358 n moles (fig. 26) va 
que coincidf o' con el calculado para la constante K de la f 6r 
- mula (109): 3 10 v 
Hemo ( n moles) = - A E . = K . * E  
* . A  I E ~  
donde : v = vol (ml) de la soluci6n alcalina de piridfna. 
bB) = cox - E  mfn = €556 - '538 
AE= diferencia de absorbancias entre el m h i m o  de la 
dau y el minfrno que aparece entre las bandas a y p * 
Los animales fueron muertas por decapitacidn y luego de 
'I desangrarlos se les extrajo el higado, que se coloco' inmedia 
mente en soluci6n fisiola'gica, enfriada sobre hi-elo. 
En general setrabajdcon 10s higados provenientes de 2 
3 ratas, que se reunieron, homogeneizaron en CIX 0,154 Y en 
h ? r e l a c i h  1:5 (p/v), se centrifugaron a 800 xg darante 10 rdn I .  L 
. el sobrenadante se recentrifugd a 11.000 xg durante 20 min. 
L 4 .  precipitado mitocondrial se guard6 en congeladora, a -20°C, 
-t - 
1 ranCe 24hs. o hasta su pso, no conserv6ndolos m;fs de una aem 
.? 
, '  
. . . . 4 . ,  &- , . 
. TI- ?' , - .b . . .. 
, . , hi r . dt  - + . c -  I&-*~- - j : 3 .  - I 


tenidas a -20°C durante 24 o' 48 hs, se& el caso y resuspen- 
didas en buffer Tris fnmediatamente antes d e l  tratamiento con 
detergente. 
- Sistema de incubaci6n. 
Salvo en casos especiales, aplicados en la pueata a punto 
del me'todo de determinacidn de actividad ferroqnelatasa, se uti- 
lizd el siguiente sistema de incubaci 6n, en un volunten total de 
3,2 ml: 100 n moles de Proto IX; 200 n moles de SO Pe; Succinato 4 
10 a; 0,8 ml de preparaci6n enzimgtica y buffer Tris-ClH 50 &, 
- - 
pH 892. 
L a  incubaciones se llevaron a cabo en tubos de ensayo, 
Salvo en el me'todo de Labb6 y Hubbard (119) en el que las 
incubaciones se realizaron en erlenmegers de 25 m l +  montados en 
un kitador Metab6lico Dubnoff, bajo atmo'sfera de .Hz, a 37QC y 
oscuridad. 
- ~eterminacidn del producto f armado. 
La reaccih fa6 parada retirando 10s tubos del baa0 y colo- 
cdndolos inmediatamente en hielo. Luego se volcd su contenido 
sabre 1,s m l  de una soluci6n de piridina alcalina (piridina: 
OWTa IN; 1:0,5 v/v), se de j6 nuevamente en hielo por 20 min y 
se agregd 1 m l  de agua destilada. La mezcla fu6 d i v i d i d a  en par- 
t e s  iguales entre dos cubetas y aproximadamente 2 mg de hidrosul- 
fits de sodio s d l i d o  se adicionason a una cubeta y 0,051~1 de 
( c N ) ~ F ~ K ~  3 d  a la otra. Se l e y e ~ o n  las absorbarreias a 556 y 
538 nm y se calcularon 10s n moles de hemo formados, se& se 
describi6 en la determinacidn de l a  curva de calibraci6n. 
- ~ x p r e s i c k  de 10s resultados. 
LQ actividad e n z i d t i c a  se expreso' como 10s n moles de hema 
fo~mados por  mg de protefna en 30 min, 
C l H  4 df, pH 7,2. Se lavaron dos veces con saca;l=osa-Trfs , s i n  
EGTA. 
Para prepmar Laq a i o n e s  de membrana se ut i l izo '  una mo- 
I 
dificacidn de Jones g Jones (240) del m6todo de Sottocasa y col  
(241), como se deta l la  a continuaci6n0 
k d  - 
- Preparaci6n de las fracclones de membrana, 
Las mitocon8rias (200 xng protefnas) se dejaron hinchar a 
O W  durante 7 min. en 30 de buf'fer %is-fosfato 10 mEd, pH 7,5. 
Se agregaron 10 arl de una solucidn conteniendo C l K  0,48 Pd, ATP 
2rnM y SO Xg 2 d, ajustando el pH a 7,4 con Tris. Despues de 4 
5 min., la suspen~idn fue sonicada en ab'cuotw de 5 ml (10 seg, 
1,5.mperios) para liberar la membrana externa de la Antema, w e  
se encuentra contrafda. 
FinaZmente aliouotas de 20 ml fueron colocadas sobre ua gra- 
diente discontgn-uo compuesto por sacarosa 1,32 bf (25 ml) y saca- 
rosa 0,76 P (12 ml). Se centrifagd 3 1/2 hs. a 24.000 rpm en un 
r o t o r  SW 25 de una c e n t r i m  preparativa J3eckamn-Spinco. La dis -  
tribuci6n de las fracciones resultantes de este procedidento 
I/ S1 (fracci6n soluble) contiene matriz soluble. 
S (sacaroaa 0,76 M) contiene membrana externa. 
H l 2  
I ( int erf ase ) 
$#.," /' 
S (sacarosa 1,32 M) j3
U, M2 ( p e l l e t )  contiene membrana interns. 
en la cual se han indicado las fracciones submitocondriales que 
contendria cada czpa, en funcidn de las enzimas IUWcadoras: malzt- 
t o  deshfdrogenasa, citocromo c oxidasa y monoaminoxidasa. 
- &lat;o deshidroaenasa. 
E s t s  enzima, marcadora para matriz mitocondrial, se deter- 
mino' por el me'todo de Ochoa (242). 
La mezcla de reaccidn contenfa: buffer glicil-glicina 2,5 
- 
Y - La reaccis'n se hace en uner cubeta de espec-t~ofato'metro 
Beckman D.B. a ternperatura ambiente (22-23OC ) , 3 " La raaccidn se inicia por adicich de enzjma a oxalapef; 1 ,  I! Se hacen blsncos colocando todos 10s componentes menos NADH y 
I 
Si La cant idad de enzima usada en cada enaayo se a j u s t a  pam 
rfodo entre 30 y 45 seg,  no exceda -0,025, 
condiciones de ensayo, 
I 
.rj 
I 

t amente  oxidado y e l  logarftnao de esa diferencia ( 4 )  se graf ic6  
en funcidn del tiempo, La a c t i ~ d a d  enzimdtica es proportional 
a la tangente de aicha lfnea y se calcula como e l  decrecimiento 
en e l  log.' R/min. 
Una unidad e n z i d t i c a :  es l a  cantidad de enzima que cstali- 
za un decrement0 de l,0 en el log A por minato 
E s t a  enzfma e s t a  looaliitada en melnbrana externa; se  deter- 
mind por el rn6todo de labor y col, (244). 
I I 
h r a  e l l o  se incubarcn: 10 poles de bensilamina con a?i,%xi- 
madamente 1 mg de protefna e n z i d t i c a  en b W e r  fosfato 0,2 M 
pH 7,2, en wr volumen t o t a l  de 3 mla 
La reaccidn se lleva a cabo en la cubeta del espectrofotb- 
metro, a temperatura ambiente , siguiendo l a  formaci6n de benzalde- 
hido por lectura de la absorbancia a 250 nm, 
- 8  
Una unidad enzim6sitiek 8 s  kefine como la cant idad de enzima 
que cata l iza  un incremento de 0,001 en l a  abso rbwc ia  por minuto, 
leyendo a 250 nm. 
- Actividad Femoquelatasa, 
En este  csso se determino' por el me'todo de Jones y Jones 

'IRI 
-
NAS 
-
I 
Se estudid el efecto del HCB sobre el contenido de porfi- 
- 
rinas totales en homogenatos de distintos tejidos de ambos l o t ea  
1 m de animales (nozmales y con severa porfiria por HCB-aproximada- - 
mente 3 meses de 
I .  
I tam 
to clorhidrico por metodos espectrofotom&trieos y fluorim~tricos 
como se describe en METODOS, Para deteminar 10s contenidos en 
porfisinas de 10s homogenatos de 10s tejidos de animalea norma- 
les se recurrid a 10s mndtodos espectrofotofIuorimQtricos y en la 
fig, 27 pueden verse l a s  curvas tipicas obtenidas en dichos ca- - 
sos, para 10s espectros de emisidn,comparadas con las correspon- 
dientes a 10s tejidos de animales porffricos. 
Los resultados obtenidos pueden verse en la tabla 111. En 
ella se obsesva que el HCB provoca un gran incremento en el con- 
I 
tenido de porfirinas en homogenato total de higado (cercano a 
. I 
4.000 veces), siendo Qste el Grgano mds afectado. Tambign hubo 
.i 
incremento en el contenido de porfirinas en riflbn y bazo, siendo 4 
10s valores correspondientes a 1os.animales porffricos 300 y 120 4 
LC) 
LC) 
V 
LC) 
V 
Fig 27 Gpect ros  de e x c i t a c i  6n correspondientes a homogenato de tejidos 
de ratas normales y porfir icas 
360 400 440 
HIGADO NORMAL 
1 BAZO 
360 400 440 360 400 440 
R I N O N  LONGITUD DE ONDA ( nm. ) 
360 400 
SANGRE 
Las determinaciones se realizaron sobre 10s desproteinizados de 10s homogenatos 
totales  de 10s dis t intos  te,iidos, que fueron extraidos hasta f l  uorescencia nega- 
t iva con C1H 5%. El extract0 clorhidrico se midi6 a 640 nm a pa r t i r  del espectro 
de exci taci6n, determinando las  unidades de fluorescencia y refiriendolas a 1 a 
curva de calibraci6n de Copro. Las cantidades empleadas de cada preparaci6n se 
especifican e n  l a  Tabla 111. 
veces mayores que 10s normales, respectivamente, L 
E l  HCB no afectd e l  contenido de porf i r inas  e r i t r o c i t a r i o  
en tan to  q u ~  disminny6 en tm 30s e l  a l t o  contenido norma3mente 
-
presente en l a  gldndula de Harder. 
l l a  en METODOS. Los resultados estdn presentes en e l  lado d e m - r n  
nas que se encuentran en todos 10s t e j idos  normales y, en mllg 
I- 
pequeKa cantidad, salvo en gldndula de Harder, donde aparecen 
con 8 a 5-COOH; en bazo pudieron de teminarse  tambien t r aaas  
porf i r inas  m B s  carboxiladas (8-, 7-, 6- y 5-cOOH) mientras que 
en r i sbn  hubo t r azas  sd lo  de Uro y Firia. 
For otra parte ,  en todos 10s t e j idos  en 10s que e l  HCB 
provoca acumulacidn de por f i r inas  (hfgado, bazo y rifidn) , vemos 
- - .  
Mtq 'I que l a s  mismas estdn const i tufdas  por porf i r i n a s  altamente car- 
boxfladas: Uro (8-COOH) s F i r i a  (~-cooH~, can n n t n h l  cl n r P d n m i n m  
de l a  primera; no habiendo detectado C o ~ r o  n i  Proto. * - - - .  
C .7 La re lacidn molar Uro: F i r i a  para las porf i r i n a s  acumulada .'.  
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en 10s t e j i d o s  normales ~ 6 1 0  es  posible determinar t r azas  en tan- 
t o  que en l o s  drganos que acumulan porf i r inas  l a  naturaleza ae 
l a s  mismas corresponde a Uro y F i r i a  predominantemente. 
Teniendo en cuenta 10s mg. promedio de protefnas que ae 
incuban en cada caso, vemos que con l a s  preparaciones provenien- 
ties de hfgado, bazo y rifidn porf i r ico ,  incluirfamos en e l  medio 
de incubacf 6n 53,3; 1,28 y 8 , l  nmoles de porf i r inas  por tub0 res- 
pectivamente, va lor  que e s  de l  orden o superior  a 10s nmoles de 
Uro' gen incubado s, l o  que podrfa traer d i f  ieu l tades  metodol6gicas 
para l a  determinacibn de l a  actividad PCL, restando muchfsima 
sensibi l idad a 1  mQtodo de estimacidn de l a s  por f i r inas  presentes 
a l  f i n a l  de l a  incubacidn. Por e s t a  r a z h  se  in ten t6  separar  l a s  
por f i r inas  enddgenas de e s t a s  preparaciones, mediante e l  uso de 
columnas de Sephadex G25. 
Para hfgado y riE6n 10s resultados fueron alnpliamente sa- -- 
t i s f a c t o r i s s  y ae presentan en l a  tabla  V, En e l l a  vemos que se 
logra  eliminar cas i  an 99 y 85% respectivamente, de l a s  por f i r i -  
nas endbgenas. E l  nthero de primeros tubos de elucidn de l a  co- 
lumna que contenfan protefna s i n  fluorescencia fud mayor para 
hfgado que para rifibn. 110s tubos s iguientes  contenfan algo de 
f luorescencia acornpailando a una a l t a  concentracidn de protefnas 
Contenido de porfirinas Porfirinas brenadante de homogenato - - - -  Naturaleza de las porfir i  
nmoles de porfirinas eliminadas . 
~reparacio'n enzimdtica 
t otales / mg. de prot. ( O/O 1 8 COOH 7 COOH 6COOH 5 COOH 4 COOH 
HCB 
9 8,6 - HCB / G-25 0,066 +_ 0,011 ' 642 1 3 6 +  1 
HCB 0,459 5 0,006 - 8 3 2 2 .  1 7 2 2  
R I ~ O N  
HCB / G-25 
Los mEtodos de ensayo se  indicaron en l a  t a b l a  III.HCB/G-25: sobrenadante de homogenato de 
r a t a s  p o r f i r i c a s  pasado a travEs de columnas de Sephadex G-25 (2,4 x 30 cm) previamente equi- 
l i b rada  y desar ro l lada  con buffer  f o s f a t o s  de potasio 0,134 M pH 7 ,  Los t e j i d o s  de dos an i -  
males fueron reunidos en cada experimento. 
1 en general s e  incluyeron con 10s anter iores ,  para seF n a a d ~ s  
cono fuente enzimdtica; de aquf que dicha preparacidn contenfa 
una peaueiia cantidad remanente de uorf i r inas:  (el valor  -n*.raa- 1 
pondiente aparece en l a  tab la  V como HCB/GZ~) .  
. d  
I 
Esta cantidad e s  muy pequefia comparada con l a  de 10s por- I I 
I 
f irindgenos usados como sus t ra to  en l a  determinacidn PCL. 
: i 
I I  
Los estudios sobre l a  naturalesa de l a s  porf i r inas  an tes  I 
I 
.I I I 
y despue's de l a  f i l t r a c i d n  por g e l  mostraron que l a  Uro es re te-  ' I  
I 
nida por e l  dextrano en mayor grado que l a  Fira ,_ya qua, qcomo I 
I I  
, I 
se  ve en l a  tab la  V, e l  porcentaJe de F i r i a  f u 4  mayor en 10s e- 
m-' lufdos de l a  c o l w a .  
Como en algunas oportunidades 10s bazos provenientes de I 
I  
I animnales por f i r icos  tenfan bastante f luorescencia,  s e  intenfd I 
I 
separar  l a s  por f i r inas  tambien por e s t e  mdtodo; para e l l o  se emple- 
w 
aron dos procedirnientos: a )  homogeneizar 10s bazss en buf fe r  - "1 I  
w 
I '  
T r i s - C l H  O&X, pH 7; b )  homogeneizar con C X  0,154 M; en ambos a 
I. I casos se  sembraron 2 ml. de homogenato sobre sendas columnas de 
I Sephadex G25, equil ibradas con buffer  fosfa tos  de potasio 0.114 a 
J Con ninguno de 10s d o s  sistemas se obtuvo buena separacibn, 
aunque fu6 algo me jor l a  correspondiente a 1  homogenato en buf fe r  II 
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resumen en la tabla VII. 
s i s t i e r o n  en l a  incubaci6n d e l  sistema t o t a l  menus e l  Uro'gen , . 
obteniendo en todos 10s casos ensayados act ividad nula; ademds . ' -  
sir tr ieron para ver i f  i ca r ,  en e l  caso de 10s te jidos que acwnulan 
porf i r inas ,  que l a  composici6n (en porcenta j e  y naturaleza) de 
l a s  por f i r ixas  de un blanco incubado coincidfa con l a  de 10s 
blancos a tiempo cero, l o  cua l  nos es td  indicando que dichas por- 
f i r i n a s  ( ~ r o  y F i r i a )  es tdn presentes como porf i r inas  y no como 
porfirin6geno3, ya que no son u t i l i zadas  por l a  enzima. En l a  
tabla  V I I  s e  encuentran l o s  porcenta jes  de 10s sus t ra tos  remanen- 
t ea  y product0 formado y l a s  actividades enzimdticas expresadas 
b como: a )  decarboxilaci6n de Urolgen y que mide l a  velocidad de 
K 
eliminaci6n d e l  primer gmpo carboxilo desde Uroegen ( l e r .  etapa: 
-- 
Uro -2 ~ i r i a ) ;  b) formaci6n de Copro'gen, que mide l a  eliminacidn 
de 10s 3 grupos csrboxilos desde e l  Fi r i a tgen  biosintet izado 
(2da. etapa: F i r i a + +  -L copra) (71). Allf vemos que l a  intoxi-  
caci6n por HCB produce una notable disminucidn de l a  actividad 
de l a  PCL hepdtica, afectando ambas etapas de l a  decarboxilacidn. 
Aparentemente l a  l a .  etapa, que l l eva  de Uro a F i r i a ,  se ve afec- 
N 44 49 2925 521,5 4 21,5 1855 0,362 0,02 100 OJ 0" 0,Ol 100 
3AZO 
HCB 42 -+ 8 31 26  5+1,5 521,5 1756 0.3 9 -+ 0,O 3 108 OJ2+ 0,O 4 120 
HCB 49 2 2  2551 6+0,5 4+0,5 16+2 0,2 32 0,Ol -t 8 9 0,O 722 0,O 0 6 * 4 8 
GLANDULA N 3 8  2 5  27*1 5 t l  541 25k4 4>422 42 5 100 2,3 9-+ 0,2 5 100 
DE HARDER HCB 3 8 4 4  32 22 521 4+-1  2124 4,312 0,Ol 97 1,9 42 a2 5 81 
N 40 +I0 2442 4 +-1,5 4 t15  2828 0,482 403 100 0,2 2 + 0,01 100 
E RlTROClTOS HCB 
42 2 8  2353 51:0,5 5+0,5 2526 0,492 0,O 3 100 0,22-+ 0,02 100 
tada en menor grado que l a  2a., que l l eva  de P i r i a  a producto 
f i n a l  Copro. 
' ' I  
Coma l a s  exaeriencias s e  real izaron con r a t a s  con severs 
E . porf i r i a  ,en algunos de inhibicidn para 
- - -  
~ s o ~  ( ~ f g a d o / k ~ ~ / a  ) 
formacidn de product 
d icar fa  una inhibici6n t o t a l  de e s t a  etapa o de l o  cont rar io  po- 1 
dfa s e r  que l a  cantidad de Copro formade fuese t an  pequeiIa que 
no s e  detectaba. Para ver cual de l a s  dos posibil idades era  l a  . 4 
verdadera , se rea l izaron  ensayos variando l a  cantidad de protef- 
na empleada para l a  preparacidn enzimdtica de hfgado porf i r ico ,  
4 
- 
uti l izando un valor  semejante a 1  empleado para e l  ensayo con 
higado normal y e l  doble del  rnismo. I 
' Los resultados se  ven en l a  primer f i l a  de l a  tabla V I I  , I 
en donde cornprobarnos que cuando l a  cantidad empleada de l a s  pre- 
paraciones de 10s animales t ra tados  e s  igual a la-de 10s norma-, 
l e s  no Bay fomacidn de Copro, en cambio, cuando se  duplica La I 
- I 
protefna empleada, s e  forma una pequeila cantidad de la misma I 
L1 I ! 
( 2 ~ )  como asf tarnbign de 10s intermediaries de 5- y 6-COOH (6% 
a 
en t o t a l ) .  En es tos  casos puede cuant i f icarse  e l  decrement0 I 
de l a  act ividad enzimdtica producida por l a  intoxicacidn por 
I I 
ACB qne es de u n  9496 para l a  2da. etapa y de un 7596 para l a  la.  I 
como s e  observa en dicha tab la .  I 

Observando 10s intermediaries de l a  reaceidn vemos que tan-. 
t o  eon l a  enzima de r a t a s  nornales como por f i r i cas  e l  intermedia- 
r l o  que mds se acmula e s  e l  Fir iaogen;  en tan to  qne l a  
I r  , . ci6n r e l a t i v a  de Hexa'aen respecto de Penta, fud i a u a l  en r a t a s  .,.I - - 
nomales  y mayor en porf f r icas ;  indicando 
- 
quizds que e l  
Hexa a Penta se ve tambidn afectado por e l  tratamiento con HCB. 
I 
I 
La comparacidn de 10s porcentaJes de Copro en 10s dos sistemas 
I d sugieren que e l  paso de Penta a Copro tambidn estd afectado, ya I que con l a  enzima proveniente de r a t a s  intoxica&aa con HCB se I 
l l ega  a un porcentaje mucho menor de Copro 
- Actividad PCL hepdtica f r e n t e  a 10s porf 
isom&rica I y 111 comparativamente, 
. I A1 comaprobar que e l  hfgado era e l  brgano mds afectado 
P I por l a  i n t o x i c a ~ i d n  con HCB, se  decidib e s tud ia r  e l  efecto de - i 
e s t a  droga sobre 10s d i s t i n t o s  pasos de decarboxilacidn de 10s I 
I I 
3 " -. porfirindgenos de l a  s e r i e  isomdrica I, como a s i  tambi6n e l  efec- i I 
t o  de l a  dxoga en funcidn de l  tiempo de intoxicacibn, sobre va- I 
I 
r i a s  emimas d e l  camino metabdlico d e l  heao, a n i v e l  hepdtico. I I I 
I 
1 1  . La medicidn de l a  act ividad PCL sobre e l  Urolgen I permitirfa I determinar s i  l a  decarboxilacidn de 10s porfirin6genos de l a  sew I 


en cuanto a Pental y Hexa 'gen, siempre aparecen en pequeEo por- 
cantsje y l a  diferencia mds s ignif icat iva es que con l a  serie . , 
.. . normal que para l a  porffr ica;  en tanto que para l a  se r ie  irro- 
L I 
I . . merica I, esta aemulacibn re la t iva  respecto ds Hexa, es  a lgo  
I I menor para l a  em- normal y no existe  para l a  porf*ica; i i i )  . 
ll'l isomerica 111 y enzima nomal 10s dos aparecen en igual  porcen- 
t a j e ,  mientras que con l a  porffr ica  hay mayor cantidad de Hereat 
gen y respecto de l a  s e r i e  I, con ambas preparacioxles enzimdtL 
cas, hay una gran acumdacfdn de Pentaogen, siendo mds no% oria  
. 
. 
a n ive l  normal; Av) por d l t i ao ,  en cuanto a f srmacidrm de produc- 
t s  f i n a l ,  se corrobora l o  dicho a n ivel  de actividad enaimdtica 
o sea que con l a  preparacidn proveniente de animales intoxica- 
I I * ;  dss se produce naa eantidad mucho menor de Copro, en ambas se-  
r i e s  isomdricas. 
De l o  expresado anteriomente podemos concluir que l a  de- -- 
carboxilaci.611 de 10s dos isdmerss en ra tas  normales d i f i e re  no 
1 1 Mi s d l o  en cuanto a l a  velocidad de reaccidn sino tambidn en cuanta 
. '  I- - b  a1 modo de acumulacibn de 10s intermediaries de reaccibn, que I . I 
7 .I. como dijimos es  d i s t in to  con 10s dis t in tos  is6meros, y e l  efecto 1 
d e l  HCB a n ivel  de actividades enzimdticas serfa  aproximadamen- 
I 
te e l  mismo en ambas series isomdricas. mientras aue a n ive l  I 

Fig 2 8  Efecto de distintas concentraciones, en e l  rnedio de incubaci6n, 
de Los sustratos involucrados e n  el pasaje de Uro'gen a bpro'gen, 
sobre la PCL hepitica de ratas 
+ Hexa 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . .  PentaN 
_ - - , - _ . -  
/ 
# 
Uro, 
A 
_ _ _  . - . - . - . - .  - . -  
-- A Firjaw - - 
o Hexap 0- 
. . . . . . . . . . . . . .  w .  Pentap 
_ - ------,-- P -  a- Urop 
. - . - . - . - . - . -  * - - - -  Fir iap 
I I I I 
1 2 3 4 5 6 
' I  ; nmoles  de  sustrat o/ml. 
Los d e t a l l e s  experimentales referentes  a1 sistema y modo de incubaci6n 
es tsn  en l a  Tabla VII.La actividad s e  expresa como nmoles consumidos del 
por f i r  in6geno usado como sus t ra to  .Las cuatro curvas superiores ( f  iguras 
1lenas)corresponden a 10s animales normales y l a s  4 in fe r io res  ( f i gu ra s  
vacias) a 10s animales ~ o r f i r i c o s .  
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ndgeno; a pesar de e l l o  10s grdficos aparentemente indicarfan a n  que 10s m o l e s  necesarios de F i r i a tgen  para s a t u r a r  a l a  enai- ma son menores que log m o l e s  necesarios de 10s res tan tes  por- firinbgenos. Por ot ra  parte,  t an to  con r a t a s  normales como con porf f r i c a s  se o b s e m  una menor velocidad de decarboxilacidn d e l  
F i r ia lgen ,  respecto de Uro, Penta y Hexa 'gen, siendo quizids l a  d velocidad de docarboxilaei6n de e s t e  dltimo l a  mayor de todaa. I 
1 En l a  t ab la  I X  vemos 10s valores de act ividad PCL pars  10s i ' I 
- I 
porfirindgenos con d i s t i n t o  n b e r o  de -COOII, corres5ondientes I 
a l a  s e r i e  111 y 10s parcentajes de inhibieidn para cada paso 
-! 
I 
de l a  decarboxilacsidn de Urotgen hasta Coprolgen de l a  enzima I 
I porf f r i c a  , calculados t omando como ref  erencia 10s valores corres- ! 
bii I pondientes a l a  enzirna normal, Vemos que, en todos 10s pasos, l a  
I 
2nhibicibn e s  de 83-86s para l a  primer decarboxilacidn que su- 
- "I 
fre e l  porfirinbgeno correspondiente y 89-90s para l a  apar ic idn 
d e l  product0 f i n a l  ( ~ o p r o )  en todos l o s  easos. 
-* 1 
En cuanto a1 $ de intermediaries a 1  f i n a l  de l a  incuba- I 
cibn, nuevamente e s t a  tab la ,  pone de manifiesta que en l a  s e r i e  I 
- 
! 
isornerica 111, cuando se usa Urolgen como aus t ra to  hay acumula- 
F i r i a  , ant que 10s de Hex 
I pequeiios e iguales;  e s to  d l t i m o  tambic?n se  v i s u a l i z a  cuando e l  I 
- 
s u s t r a t o  es  Firia 'gen, Con l a  preparacidn parf i r i c a ,  s e  produ- 
ce un desbalance en t re  Hexa s Penta. aue favarece a l a  orimera. 
te .  cuando se usaron cantidades saturante~ de Hexa sen o Pentnl 
gen como sus t ra to ,  e l  k de inhibicidn de l a  act ividad PCL dew: 
pasa j e  de Hexa a Penta, fud ligerarnente mayor que el de Penta I' 
a Copro; e s t o  j u s t i f i e a r f a  l a  mayor acumulacidn r e l a t i v a  de Hexa 1 
t raciones  usadas. neeesarias oara alcanzar l a  saturacidn-de la 
Jer. etapa, E s t o  fu8 confirmado psr 10s datos presentes en l a  
I 
s iguiente  figura, que fu6 constncufda en base a 10s valores  de 
w 
I 1  ' 
10s $ relatives de Coproegen formados a 1  u t i l i z a r  d i s t i n t a s  con- 
- 
I I  
centraciones de Urotgen, Aquf obsemamos que l a  Copro formada 
decrece a medida que awnenta l a  cancentraei6n d e l  sus t ra to .  
30 
- ,  
- 20 - s 
V 
8 Q 
L 'Imi/m 
a. 
0 
0 
I I I I 
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EFECTO DEL HCB SOBRE EL CAMINO METABOLIC0 DEL HEMO. 
E l  efec to  d e l  HCB sobre l a s  d i s t i g t a s  enzimas d e l  camino 
metab6lico d e l  hemo a nivel hepdtieo se r ea l i zd  en conjunto con 
o t ros  integrantea d e l  equipo de l a  Dra. San Martfn de Viale y 
s i  bien aquf veremos 10s resultados obtenidos a  n i v e l  de PCL y 
ferroquelatasa ,  que son par te  de este t raba jo  de t e s i s ,  mencio- 1 
naremos 10s resultados obtenidos por 10s r e s t an tes  compafleros e 
de grupo, para tener una idea global de l a  s i tuaci6n,  a  n i v e l  
Se estudid e l  efgcto d e l  HCB en funcidn d e l  tiempo de in- 
I ! 
toxicacidn encontrando, como puede verse en l a  f ig .  29 que l a  
PCL decrece su actividad progresivamente en funcidn de l a s  se- 


I 
entc con HCB. As$ s e  comprueba que, a diferencia  de l a  PCL, l a  I 
I 
ferroquelatasa awnenta s u  act ividad por l a  droga y que dieho 1 
increment o es progre 
I estudiado (11  semanas) encontrdndose un va lo r  d e l  200s a 1  finel - 
de l  mismo, momento en que 10s anlmales presentaban un cuadro de 
severa porf i r ia .  Comparando 10s resultados aqui mencionados con I I 
10s de l a s  r e s t an tes  enzimas estudiadas d e l  camino metabdlico 
d e l  herno: ALA-S, ALB-D y PBGasa se comprobd que f r en te  a e l l a s  I I 
] l a  PCL e s  l a  qua ve afectads primero su actividad en funcidn d e l  
t iehpo de intoxicscidn y ademds que e s  l a  6nica que suf re  un de- 
I I .  
cremento con e l  tratamiento puesto que, a 1  igua l  que ferroquela- I 
!sivo con e l  tiempo a l o  l a rgo  d e l  perfodo 
pueden verse l a  recopilacidn de datos obte- 
e l a  de un animal porffrico.  
f r i c o s  no ocurre l o  mismo, indicando que 
tasa ,  ALA-S, ALA-D y PBG-asa awnentan su actividad. I 
En l a  f ig .  30 
7 nidoa para l a s  actividades PCL hepsticas normales y de ankmalea - I 
, , 
-- I 
intoxicados, a n i v e l  de sobrenadante de homogenato. Allf tambien ! 
se corrobora que 10s valores  normales de actividades de l a  l e r ,  I 
I 
y 2da. etapa respeetivamente, son del  orden d e l  200 s 800%. en I 
En l a  rnisma figura s e  ve que s i  bien 10s valores  de ac t iv i -  I 
sad PCL caen dentro de un rango estrecho para 10s animales nor- . 

ex i s t e  d i s t i n t a  sensibi l idad en l a  respuesta enzimAtica de 10s 
animales individuales a l a  droga puesto que es tos  datos fueron 
obtenidos de r a t a s  m q y  porf i r icas ,  que tenfan 11 o mds semanas 1 
de t r a  tamient o. 
INVESTIGACIONES SOBRE LA EXISTE3CIA DE UN POSIBLE ~ I B I D O R  DE 
LA PCL EN HIGAD0 DE RATAS PORFIRICAS FOR HCB. 
Deseando inves t igar  si  e l  decrement a de l a  PCL hepdtica 
I era  debido a l a  acci6n de un inhibidor enzimdtico ~ r e s e n t e '  en I * 
10s hfgaaos de l a s  r a t a s  por f f r i c s s  por HCB y en caso de ser lo ,  
s i  se  t ra taba  d e l  HCB mismo o un metabolite t a l  como e l  PCF u 
ot ros  compuest os relacianados, se  planearon m a  ae r i e  de experi- 
mentos. 
- Ensagos cruzados y de cdlentamiento. 
En primer lugar  se  l levaron a cabo estudioa de calenta- I 
I 
miento y ensayos cruzados. Para e l l o  s e  prabd e l  efecto de una 
I 
preparacidn enzimdtica proveniente d e l  higado de un animal por- I 
f i r i c o ,  desproteinizsdo por calentamiento dorante 5 min. a 1000C, 
sobre l a  actividad PCL de un higado normal y 10s resultados ob- 
compa tan to  con act  ividad de l  ismo 
I .  normal, camo con l a  actividad del  hfgado normal en presencia de I I 
un desproteinizado praveniente del hfgado normal. Ademds ae rea- l,# lizaron 10s controles correspondfentes midiendo la actividad en- zimstica de 10s desproteinizados por ealentamiento (8N y el?) 
para asegurar qne Pa desnaturalizacibn habfa sido efectiva, Los I w 
resultados obtanidos con el desproteinizado total o un sobrena- 
dante del mismo se ven en la tabla X. Allf vemos que decrementos 
del 23 y 52s fueron obtenidoe para el primer y segundo paso de 
la deearboxilacidn respectivamente, cuando greparaciones calen- 
tadas totales provenientes de hfgados porffricos fueron adicio- 
nadas como tales a una normal, Aproximadamente el mismo efecto 
fut? observado cuando el sobrenadante de centrifuaacidn por 5 mine 
- - 
a 900 xg despues de desproteinizar (o  sea la fraccidn soluble), 
fud utilizado como preparacidn calentada. Puede verse tambidn 
CI - 
que 10s controles 8N y 8P no exhibieron actividad PCL, es.. decir 
-- 
que la desnaturalizaeibn por calent amient o f ud ef ect iva prove- 
rh I cando un 100% de inhibicidn, Los decrementos mencionados (efecto I1 ' h "in vitrom del HCB)~O~ menores que 10s caleulados cuando la ac- r - B tividad de animales porffricos se compara direetamente con la del normal(efecto "in vim'-'),pues como vemos en la segunda ffla 8 
tales decrementos son del 40 y 96 5, para el primer y segundo I 
paso, respectivamente. 
TABLA X Efecto de preparaciones de hfgado desprote inizadas por calentamient o sobre l a  act ividad PCL 
de higado de ratas normales 
ACTlVlDADES ENZlMATlCAS 
PREPARACION DE 
PREPARACION Desaparicio'n de Uro'gen Formacio'n de Copro'gen 
HIGADO DESPROTEINIZADA 
EN ZlMATlCA nmoles de nmoles de POR CALENTAMIENTO porf ir inas/ 1n hi bici6n porf kinas/ I n  hibici6n 
mg. de prof. ( O/O 1 mg. de prot. ( O/O 1 
x 30 min. x 30 min. 
NORMAL - 0,62 0,27 
PORFIRICO - 0,25 40 0,Ol 96 , 
8 N, 0,5 9 5 0,24 1 1  
NORMAL SOBRENADANTE 
w 0,52 16 OJ5 44 
8 - N  0,61 2 0,25 7 
TOTAL 
0 P  0,48 23 0,l 3 52 
8 N 0 100 0 100 
BLANCOS 
8- P 0 100 0 100 
6 
El medio d e  incubacidn para  PCL f u 6  d e t a l l a d o  en l a  Tab la  YII N y P: sobrenqdan te  de  11.000 xg por  20 min. ,  d e  
homogenato d e  hinados  de r a t a s  normales y por f l ; r i cas r /  r e s p e c t i v a m e n t e  eN y 0P:sobrenadante  d e  homogenato de  hi.- 
gad0 normal(#) y por f i r i coCP)  f i l t r a d o  a t r a v e s  de  Sephadex 6-25, c a l e n t a d o  a 100°C por  5 min..eNS y +Ps l a  rnis- 
ma preparac idn  c e n t r i f u g a d a  a 900 xg por  5 min . (descar tando  e l  p r e c i p i t a d o ] , L o s  v a l o r e s  son e l  promedio de  1 0 s  .. 
r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  en dos  exper imehtosi  en 10s que s e  usa ron  dos r a t a s  d e  cada l o t e  b. 
Los r e s u l t  adoe , obtenidos hasta aquf,, indicarfan l a  pre- 
sencia, en e l  higado de animales fit oxicados eon BCB, de m a  
sustancia termoestable capaz de disminuir l a  actividad PCL he- 
pdtica de animales nonnales, pero no en e l  mismo grado en que 
l o  hace e l  HCB cuando s e  administra " i n  vfvon, por l o  t an to  
o t r a s  causas deben modificarla, por e jemplo m a  a l t e rac i6n  en 
l a  est  ructura proteica o en e l  mecanisno de s i n t e a i s  de l a  pro- 
tefna enzirndtica, Awnque tampoco podfa desear tarse  l a  pos ib i l i -  
dad de que e l  tratamiento tdrmico hubiese restado efect ividad . 
a l a  sustancia en cuestibn. Por e l l o  se real izaron tarnbidn 10s 
correspandientes enaayos cruzados incubando juntas l a  prepara- 
cidn proveniente de animales nornales con Pa de animales intoxi-  
I I 
cados, ambas pasadas greviamenfe a t ravds de Sephadex 6-25. 
Una vez obtenidos 10s r e su l t  ados individuales se  compara- 
-- 
ron con 10s cruzados de l a  s iguiente  manera: Se sumaron l a  m i -  
t a d  de 10s m o l e s  obtenidos con 2 m l  de l a  preparacidn normal 
mds l a  mitad de 10s nmoles obtenidos con l a  preparacibn porff- 
r i c a  y e l  va lo r  resu l tan te  se  d iv id i6  por l a  semiswna de 10s 
mg. de protefnas empleados en cada determinaeibn; e s t o  e s  l o  que 
se llamd "valor te6r icow.  Mientras que e l  valor  experimental s e  
logrd incubando 1 m l  de cada preparacidn y realizando 10s cdl- 
' . I .-- culos en l a  forma habitual.  
En caso de que l a  preparaeibn porf f r ica  tuviese un inhibidor  ' 
I - . de l a  act ividad de l a  nomal.cabrfa esoerar aue a1 valor n r n n r i -  
I mental fuese menor que e l  tebrico,a no s e r  que e l  probable decre- 
mento provocado por l a  preparacidn porf f r ica  sobre l a  normal se 
8 . -  
viese cornpensado por un coneomitante increment0 de l a  act ividad ' 
de , l a  preparacidn porf f r ica ,  a 1  s e r  separada en parte d e l  inhibi-  
- -  
Como vemos en l a  eabla XI Pos resultados tedrioos no d i f i -  . 
. r i e ron  mayormente de 10s experimentales o sea que l a  preparacidn 
. de l a  enzima porf f r ica  no a f e c t a  significativamente l a  act ividad ' 
m i  I normal pudiendo no obstante tener  vigenci.8 l a  dltima h i ~ 6 t e s i s  3 
planteada. 
Se podria pensar tambidn que e l  pasa je a t ravds de 3epha- 
dex G25, que se ap l i c6  a ambas preparaciones a fec t6  l a  ao t iv i -  
- I dad de l a s  mismas.  or e j e m ~ l o  s e ~ a r a n d o  un inhibidor de l a  aor- 
" & -a. - - 
l a  normal, impidie 
encontrar 10s resultados esperados. Pero cabe recordar aqui  que 
e s t e  tratamiento no afecta  l a  actividad de una preparacidn nor- , 
' 
1 mal, como l o  demuestran 10s resultados presentes en l a  tab la  VI 
' 
y en cuanto a l a  preparacidn por f i r i ca ,  evidentemente no se v ib  
P R EPARACION 
ENZIMATICA 
(m l )  
I NORMAL ( PORFlRlCO 
I VALOR TEORICO 
4 
ACTIV IDADES ENZIMATICAS 
I 
Desaparicidn d e  UroJgen ~ o r m a c i d n  dq Copro'gen 
I 
nmoles de 
po rf i r inas/ 
mg. prot.x 
30 min. 
valor 
relat iv o 
( O/o 1 
nmoles 
nmoles d e 
porfi rinas/ valor . 
mg. p rot. x relativo 
N y P: sobrenadante de 11,000 xg por 20 min;*; de homogenato de hfgado de ra tas  norrnales y porfTricas respectivamente. 
Los detal les  experimentales de medici6n d e  PCL se dan en la  Tabla VII, Los valores son el promedio de 10s resultado: 
obtenidns en dos experi'encias, en las  cuales SF! 11saron 2 ratas  d~ c a d a  1nt.e. I , . z.., , . -. 
- .- .-- - ' - - I- ' .-I- . 
L p a s a d  3 t--v6s de Sephadex G-2 5 
separada de n i n g h  inhibidor  por  e l  pasa je a travds de Sephadex 
6-25, ya que de haber s ido  a s i  tendria  que haberse encontrado 
un notable increment0 en s u  act ividad y como se ve en l a  2a. 
f i l a  de l a  tab la  Ib;l; ( ~ / 2  ml) l a  inhibicibn f i n a l  es de c a s i  e l  
100s (valor r e l a t i v o  de l a  preparacidn por f i r i ca  respecto de l a  
normal 0,051. 
E s t o s  resultados se cumplen en todos 10s pasos de l a  de- 
carboxilacida del Uro"en a Copro'gen, ya que 10s valores re la -  
t w o s  para 10s t r e s  pasos in temedios  no difierea mayormerite 
de 100. 
- Efecto "in v i t r o M  de l  HCB g var ios  compuestos relacionados. 
k.1 segundo l uga r  se  quiso inves t igar  sf e l  inhibidor  en 
cuestidn era e l  HCB o sl& metabolito suyo. Para e l l o  s e  r e a l i -  
zaron 10s correspondiermtes ensayos I r i a  vi t ro8 ' ,  con HCB, PCP y 
ot ros  compuest os relacionados ; tendientes ademds a ver  a i  exis- 
t f a  una relacidn entre  l a  estructura  de las sustancias  probadas 
y su efec to  inhib i tor i s .  Las resultados se ven en l a  tab la  XII. 
Las drogas fueron ensagadas a una concentracidn 10-316, en l a  
rnezcla de i n c n b a c i h  y en varios  casos tambidn a I O - ~ M ,  para 
t r a t a r  de encontrar mayores diferencias  en t re  l a s  respuestas  
de 10s is6meros de un m i s m o  compuesto. Las drogaa fueron ordena- 
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Las drogas fueron incorporadas en 0,04-0,4 m l  de benceno, que fu& evaporado antes de l a  adic i8n  de 10s componentes de la  r cl i 
de incubaci6n detallados en la Tabla UII, Los valorec ?on  prornedio de - s resul t  '1s obtenidcc 
ruales se t 1 t i 1 4 7 a r ~ n  2 -atas. 
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das en orden creciente  de efeet ividad para decrecer l a  ac t iv i -  
dad PCL. A s i  l a s  6 primeras a ~O-'M, no tuvieron efecto o sd lo  
afectaron ligeramente dicha actividad mientras que a p a r t i r  del 
fenol ,  e l  e fec to  fad cada vea d s  acentuado. Los resultados ob- 
tenidos a 10-*~ fueron en todos 10s casos mayores que a 1 0 ~ ~ 1 6 ,  
pero en e l  caso de d i s t i n t o s  is6meros de un mismo compuesto, 
l a s  di ferenc ias  en l a s  respuestas se  mantuviersn. 
Otra observaeidn importante que pcdemos hacer en e s t a  ta-  
b la  e s  que aquel les  drogas que muestmn un noteE8-  o gran 'efec- 
t o  i n h i b i t  o r io  sobre l a  PC&, modif ican l a  re lac idn  d e l  po r f i r i -  
ndgeno de 6-CQOH a l  de 5-COOH, que es 1:1 para e l  caso cont ro l  
y pasa a 2 : l  en estos ensayos, a 1  igua l  que l o  que sucede cuando , 
se  r ea l i za  e l  ensayo de aet ividad con una enzima proveniente de 
animales intoxicados, En e s t o s  ensayos tambfdn se  obeerva un 
gran decrement0 en e l  porcentaje del porfirindgeno de 4-COOH, 
En l a  f ig .  31 podemos ana l i za r  l a  re lacidn entre  l a  estruc- 
tura  de 10s csmpuestos ensayados y s u  efecto inh ib i to r io ,  ya que 
l a s  barras  representan l a s  actividades r e l a t i v a s  porciento d e l  
cont ro l  para 10s compuestos cuya es t ruc turs  se  enctientra a l a  
dereeha de l a s  rnismas. Allf vemos que i )  E l  HCB no tuvo efecto 
sobre l a  act ividad PCL mientras que e l  PCF, fud l a  mds efec t iva  
I .' 
- -  - . -*- - a'---& : 
Fig 31 ~elacio'n estructura efecto inhibitorio de varios compuestos 1 I
aromdticos sobre La actividad PCL d e  ratas normales . I 
h e x a c l o r o b e n c e n o  
b e n c e n o  
m-d i c l o robenceno  
cicido benzo ico  
Z,&diclorof eno l  
p - c l o ro f  e n  01 
rn-c lorofen o l  
o -c lo ro fen  o l  
2,4,5-triclorofen 01 
2,4,6-triclorofen 01 
2,4-dinitrof e n  01 
2,3,4,6-tetr ac lo ro fen  01 
pen tac lo ro fen  ol 

- E l  PCF como probable inhibidor, 
Dado que e l  PCF, an compuesto que eat4 en t re  10s prime- 
ros  metabolites en e l  camino de l a  degradacidn d e l  HCB, fu6 e l  
mQs potente inhibidor  de l a  enzima, r e su l t6  interesante  encon- 
t r a r  l a  dosis  lfrnite por  debajo de l a  cual  e l  PCF no fuera efec- 
t i v o  y poder ana l i za r  as<  s u  posible implicancia en e l  desarro- 
.YI 
110 de l a  p o r f i r i a  por HCB. Los resultados s e  ven en l a  f i g .  32, 
en l a  cua l  l a  l h e a  superior  representa l a  act ividad para l a  
primer etapa y l a  i n f e r i o r  l a  act ividad para l a  2da., 10s .va- 
l o r e s  sobre l a  ordenada son 10s correspondientes a l a  enzilna 
-2 
n o m a l  s i n  adicidn. Como puede verse a concentraciones de 10 
y log3 M e l  PCF posee un f a e r t e  poder i n h i b i t o r i o  de l a  ac t iv i -  
dad PCL, siendo mds leve aunque a h  s ign i f i ca t iva  l a  disrninu- 
cidn que provoca a loo4 H, laientras que a lom5 Id no present6 
efecto i nh ib i to r io ,  o sea que s i  e l  PCF fuese d i~sc tamente  rea- -- 
ponsable d e l  decrement~ de PCL en por f i r i a  por HCB, l a  concen- 
t rac idn  de PCP originada por metabolizaci6n de l  HCB y presente 
en e l  hfgado deberfa s a r  mayor que loD5 M. 
LOCALIZACION SUBCELULAR* 
Dado que 10s resultados expuestos hasta e l  momento indi-  
caban que, ademds de l a  exis tencia  en e l  hfgado de snimales in- 
Fig 32 Efec to  de diferentes concentraciones de PCF sobre la PC1 de 
h igado  de r a t a s  n o r m a l e s  
Log [P e n t a c l o r o f e n o i ]  
toxicados con HCB de un inhibidor de l a  PC 
f a c t o r  que disminuyera su actividad,  ae decidid p u r i f i c a r  l a  a :  enzima, para luego r e a l i z a r  es tudios  comparatives de algunas propiedades de l a  enzima proveniente de animales intoxicados respecto de l a s  de normales. i I En primer ltzgar s e  procedid a determinar l a  local izacidn i 1 ,  subcelular de l a  PCL en higados nomales  y de animales por f f r i -  I 
cos, ya que s i  bien se conocfa s u  ubicaci6n en 10s normales. I 1 
ferencia s fgni f ica  
incipalmente en l a  
t i c a ,  no exis t iendo mayores diferencias  en t re  l a s  actividades I 
de 10s sobrenadantes a 11.000 xg y 105.000 xg; l o  cual  es td  de i 
I acuerdo con e l  hecho de que 10s microsomas poseenamuy poca ac- - I 
! 
t iv idad como a s 1  tambidn l a s  mitocondrias tamnoco oresentaron k - una apreciable aetividad y tanto en unas c 
dades t o t a l e s  solo representaron, en promedio, un 5s de l a  ac- I 
1 '  t iv idad t o t a l  de 10s respectivos sobrenadantes, por 10 que se 
I 
- I 
pens6 que l a  act ividad detectada probablemente se  debfa a con- 
I 
taminacidn con dichos sobrenadantes C tabla  XIII) - 
FRACCION nmoles de porf. 
mg. de prot. x 30min. 
SOBRENADANTE 105.000 x g 
MICROSOMAS 

TABLA XIV ' Fraccionamiento salino y .absorci6n sobre gel de fosfato de calcio 
PASOS DE T rat am. TOTALES TOTAL 
1 1  lnida do<\ . unidades . 7 I \ " *  I,"--.-", 1 ( mg. prot.x3Omin. 
. . 
N 945 5 9 6  0,6 3 100  
SOB RENADANTE 11.000 xg 
. >' 
HCB 1150 340 0,3 0 100 
P RECIPITADO SqjNHLIZ N 50 1 4  0,2 8 2,3 
0-3 5% de sat uracio'n HCB 321 60 O,I9 175 , 
P RECIPI TAD0 S04( NHd2 N 2 6 5  248 j - ,  0,9 4 42 
35-70% *de saturacio'n HCB 289 116 34 
L P RECIPITADO SOL( NH4I2 N 11 2 17 OJ5 2,s 
70-90% de saturacidn 
ri 
&:- I 
I 
:' 1 
GEL DE FOSFATQ 
- .   
I detsrminados por medio de l a s  l ec tu ras  de absorbancia a 260 y 280.1 
I 
para ca2 cu la r  10s mg. de g e l  a u t i l i z a r ,  en general s e  usb I 
una re lac ibn  mg. proteins: m l  t o t a l e s  de eluci6n igua l  a 20, fl 
dicho volumen se  d i s t r ibu fa  en 5 a l fcuotas  de volumen decrecien- : 
1 
t e  para 10s sucesivos pasos de elucidn de buffer  fosfa to  0,067 H, I 
I 
-.I mediante tratamiento en batch y pos ter ior  centrifugacibn. F1 
, 
a 
pool de todos 10s extractos  obtenidos se u t i l i z 6  como fuente I 
. L I 
. 
enzimdtica o en algunas oportunidades se  concentrd por precipi- I 
t ac i6n  con sO,(NH,), a 1  75% de saturacidn y se guard6 a 
hasta s u  uso (generalmente por 24hs,), 
De 10s resultados obtenidos vemos que e l  tratamiento es 
I 
efect ivo con ambas preparaciones enzim&ticas (normal y porf f r i -  
- 
1 
cs )  ya que si comparamos l a s  actividades especff icas  de l a 8  en- 
zimas en e s t a  etapa de l a  pur i f icacidn respecto de l a s  ao t iv i -  
dades que presentaron 10s sobrenadantes corresponaientes, vemos -- 
1 
que se  pur i f ican  4 , l  y 3,8 vecea respectivamente, mientras que 
s i  l a s  comparamos con l a s  actividades de l a s  preparaciones d e l  
paso inmediatamente an te r io r  (precipitados S O  (NH ) 35-70s sat, ) 4 4 2  
se  puri f ican 2,7 g 2,8 veces respectivarnente. Desde e l  punto 
$ 
lbi de vista d e l  rendimiento e l  procedimiento es mucho mds sa t i s fac -  
l a  preparacidn normal, ya nuevamente compa rdn- 
I .,- dolo con e l  paso inmediato a n t e r i o r  la nreaaracidn nnrmnl rat iann.  
un 7% de actividad 
cha) a n i v e l  de gel 
ba f ig .  33 represents 10s vtilores obtenidos para l a  deter- 
. 
ainacidn de l a  actividad PCL proveniente de hfgados normales 1 
. I  
(datos de l a  izquierda) e hfgados porf f r icos  (datos  de l a  dere- - I 
den a l a  decarboxilaci6n d e l  Urorgen y 10s i n fe r io res  a l a  for-  I 
macidn de Copro'gen. Las l fneas  de ~ u n t o s  re~resentan  7os vnfn- I 
sda a 
Como vemos a pesar de haber aplicado varios pasos de pu- 
r i f i e a c i d n  hasta  e s t e  momento, se siguen manteniendo l a s  dife-  
rencias de act ividad ent re  l a s  preparsciones nomales  y l a s  por- 
f f r i c s s ,  inclusive con e l  m i s m o  porcentaje de inhibicidn para 
l a  l e r .  etapa (comparando con l a  actividad en sobrenadante de 
homogenato) que con ambas prsparacionea e s  a~ro~imadamente  un -. 
50% y con sd lo  una l ige ra  diferencia en l a  2da. etapa (8896 para . 
sobrenadante contra 74% para g e l  de fosfa to)  que dada las f luc-  
tuaciones de 10s datos correspondientes a 10s animales por f i r i -  
cos, no s e r f a  s igni f ica t iva .  
- -  ----- ---I-- ...""I"-" 
t a n t o  que la por f i r i ca  s d l o  un 30%. 
osfato. 50s sign08 superiores correspon- 
- - - - - -  --- . .--- 
ct ividad enzimdtica en cuestibn. . 

- Condiciones generales. 
Llegsdo e s t e  punto de l a  pur i f icscidn se  decidid ajus- 
.I 
. t a r  l a s  condiciones de incubacibn, especialmente -para ver  sf 
I ex i s t f an  requerimientos d i s t i n t o s  aara amhow n in t~ rnnn  (nnrmnll - - E - - -  ---- 
y porf i r ico) .  Cabe aquf recordar que e l  med 
empleado hasta e l  momento contenfa ElYPA 0.1 mBd. GSH 1 mlVl v la I 
7 - 
~ i c o  ( e n  
1 ~ q u f  se  probd e l  efecto de l a  exclusi6n de EDTA, l a  exclusidn 
1 '  I 
de GSH,.la incluaidn de GSH a una concentracidn 4 veces mayor 3 
que l a  empleada en e l  ensayo control  y l a  inclusidn de oxigeno I 
. I
en e l  medio (aerobiosis) .  Los resultados presentes en l a  t ab la  'I 
- I 
XV nos muestran que l a  ausencia de ElYEA no rnodifica l a  ac t iv i -  
dad de ninguna de l a s  dos preparaciones emimdticas mientras 
que l a  aerobiosis  l a s  disminuye a ambas. - I 
En cuanto a 1  GSH provoc6 respuestas d 
clusidn de GSH d e l  medio provocd disminucidn de l a  act ividad I 
I 
de l a  enzima normal Y aumento de l a  ~rovenientc? dn anirnn7e.s nnr- i 
f i r i c o s ,  en e l  caso de 
. *-- - - ---- 
i n c l u i r  en e 1 medio 
1 I t r ac idn  4 veces mavor aue l a  d e l  n n n t r n l  7 n  rennnanta aa aarna- 1 
IBLA ~ ~ r n f l u e n c i a  de los distintos componentes de l a  mezcla de incubacia' 
en la  determinacio'n de la actividad PCL 
ICr A CTlVlDAD ENZlMATlCA 
ENSAYO 
n-moles de porf irinas AR nmoles de porfirina3 AR 
mg. de prot. x 30 min. ( % )  mg. de prot. x 30 min. (01~)  
CONTROL 
Sin EDTA 
HCB 
buf fe r  f o s f a t o  de potas io  0,067M pH 7 ,  GSH lmM, EDTA O,lmP, Uro'gen I11 2,2 pH, en un 
ci6n mecanica a 37°C. Los productos de reaccidn s e  determinaron seqOn s e  d e t a l l a  en l a  
Tabla VII .  En 10s r e s t a n t e s  ensayos, s e  t r aba jd  en idgnt ica  forma, salvo l a s  modifica- 
ciones expresadas en cada caso. 
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que l a  actividad,  tanto Be l a  exmima normal 
1- de animales por f f r icos ,  aumenta c a s i  linealmente con l a  tempera- : 
I tura  de incubacidn, en e l  rango de 28 a 50oC; de 50 a 600C decaa - 1 
I 
l a  pendiente y luego de 60 a 740C se  hace negativa a 1  decaer I 
'I 
abrtxptamente l a  actividad. Estos hechos se  presentan tan to  en l a  
la.  etapa (desaparicibn de ~ r o )  mpresentada por l a s  dos curvas 
Fl superiores,  como para e l  paso f i n a l  de l a  2a. etapa (apar ic idn I 
I I 
de Copro) representada por l a s  dos curvas in fer iores ,  
&o Uns  vez f i j a d a s  l a s  condicionas de incubaoi611, s e  proce- m = did a e s t a d i a r  algunas propiedades en f o m a  comparativa. p - Efecto de sa le s ,  aaentes quelantes y ot ro  
como l a  proveniente 
- 
protector  de arupos 
En l a  t ab la  XVI estdn presentes los resul tados obteni- 
- 
dos al probar "in v i t r o "  e l  e fec to  que producfan sobre l a  a c t i -  
vidad PCL: i) d i s t i n t a s  concentraciones de ~ 1 ~ 8 ,  ii) dos agen- 
t ea  quelantes: e l  diet i ldi t iocarbamato de sodio (DTC) y e l  piro- 
P .  
fosfa to  de sodio ( P F N ~ ) ,  i i i )  e l  reemplazo d e l  GSH por o t ro  '! 
a1 medio de incubacio'n 
ACTlVlDAD ENZlMATlCA 
DESAPARlClON APARlClON DE 
AGREGADO (mM) DE URO'GEN COP RO'GEN 
nmoles porf irinas AR nmoles porfirinas AR 
mg prot x 30 min (O/O) mg prot x 30 min (O/o) 
N 2 J 4  100 0,5 5 100 
HCB 0,9 9 100 OJ2 100 
HCB 1,0 1 102 OJ1 92 
HCB 1,Ol 102 0,IO 83 
: Las actividades enzimiticas se determinaron segin se  detalla en l a  Tabla VII. 
Las drogas fueron disuel tas  en agua, antes de agregarlas a1 medio de incubacibri. 
Los resul tados son el promedio de dos experiencias, en las  aue se  trabajaron 2 
animal es de cada lo te .  


HCB 
HCB 
jante a l a  por f f r ica ,  ya que en ambos easos no se  encontrd di- 
ferencia  s ign i f i ca t iva  en la actividad PCL exhibida por 10s en- h 
sayos realizados en oscuridad f r en te  a 10s luminosos, a ninguna 1 
de l a s  dosis probedas pero, tambidn en ambos casoa, se  ve un ' 1  
. I 
l i g e r o  decrement0 de l a  actividad,  t an to  de los ensayos con ins I 
o en oscuridad, a medida que amente  l a  dos is  d e l  colorante, 11 
como s i  e l  colorante en sf tuviese  e fec to  inhib i tor io ,  
En cuanto a log  ensayos con Rosa de Bengala tampoeo amo- 
n g  
. I 
jaron di ferenc ias  s ign i f i ca  t i v a s  en euanto a 1  comportaraiento w 
do ambas enzimas en l m  u oscuridad, En e s t e  caso no s e  obser- 
vd tampoco efecto dependiente de la dosis d e l  colorante emplea- 
, 
. w  
do, ya que l a  actividad permaneeid aproximadamente constante .a 
todas l a s  dosia empleadas, a diferencia  de l o  que ocurrid con 
azul  de metileno. 
- Estabi l idad t&nnica. 
Fimlmente se  rea l izaron  ensayos de precalentamiento 
de l a  enzima, a 600C por 3 min. y 10s resultados es tdn  grafica- 
dos en l a  fig. 38. Las cuatro primeras barrae corresponden a l a  
preparacidn normal y representan e l  valor  de actividad corres- 
pondiente a l a  ler .  etapa (U-+F) y a 10s 3 pasos de l a  2a. eta- 


macenamient o 
ACTlVlDAD 
EN ZIMATI CA 
nmoles Uro'gen AR 
mg. pr0t.x 30min. (%I I ( semanas 
HCB 
t u r  
HCB 
HCB 
detal  1 a en l a  Tabla  V T T .  TnAa 
Todas las fracciones fueron mantenidas a -20°C. L ~ s  frac- 
ciones provenientes de animales intoxicados presentwon un comporar 
tamiento seme jante a la de 10s animales porfiricos, 
en la primer semana y otro tanto en las cuatro siguientes, o sea ' 
que la actividad sigue decreeiendo aunque a& lentmente, 
Los wecf pitados fueron swnamente estables, ya que a 10s 
' 6 meses a& exhibieron uri 100% de la actfvidad inicial, 
lftlientras que 10s precfpitados cor~espondientes a 10s elui- 
dog &el gel .de fosfato pierden aproximadamente un 20% de acti- 
vidad en la primer semans y luego parecen estabilfzkrse en ese 
valor, ya que solo hub0 m a  di sminucio'n despreciable en las cua- 
tro semanas si,gaientes. 
I'ASOS FIIJALES DX LA PURIPICACIOI?o 
- DEAE-celulosa, 
Para continua con la purificacich se pas6 e l  extract0 
enzidtico obtenido,despue's del tratamiento con gel de fosfato. 
a travgs de una column3 de DBiE celulosa (30 cm de alto x 2,2cm. 
de didhetro, previilmente equilibrada con buffer fosfato de po- 
.---- 
. I , . . -  - 

Volumen de elucio'n 
5 s u  alkra ,  e l  
tuaron  t a n t o  en 
tura r e l a t i = ;  j 
- U -- - 
l a  n o m a l ,  ser fa  
&go se 
e . p z e c e  asociada a1 pic0 D y desdoblada como 2 picos a1  medir e l  . 2 pasa je  de Uro + F i r i a  o un pico  6nic0 ,  para e l  pasa je  a Copro. La DavOr di farenci a, d m  In nranarami Am nnr-~- i i~) ;  -a QknnCn a 
t i d o s  en l a  curva de a c t i v i d a d  para l a  l e r .  etapa, ya que con . I 
1 l a  preparaci6n p o r f f r i i a  aumenta l a  proporci6n d e l  p ico  que elu- . 
y e  a m y o r  f i e r z a  fohica.; 
si,lguiente paso de pur i f icac idn .  Para e l l o  s e  armaron co3w1ulas w 
de 2,4 x 50 ern, como se descr ibe  en ~ 6 t o d o s .  se e a u i l i b r a r o n  w 
f o s f a  
fug el d s  constante ,  mientras  que C y D flue- 
r e so luc i6n  como 2 picas netos, como en su al- 
-- ------, -  -- r& V~--YIVC* ~ V I I I I I C . ~  .A& F A L U G  C* 
2 dif e r e n t e  proporai6n de 10s y5cos cam,oromeU . ' 
*ob6 usar una coIwma de Sephadex G-200 con0 
de po tas io  0,134 24, pH 6,S. h e g o  s e  midi6 
-- -- -- U" -- ---"-'VU U V Z A  W C L  V G - L U \ . r A U C 4 U  
50 mlfhora, durv l t e  e l  proceso de equilibra- - 
e l  Vo mediante e l  uso de Blue dextrano y se  ca l ib ra ron  con ca- w 
w 
talasa (240.000 ) , s e r o a l b h i n a  (65.000), f o s f a t a s a  a l c a l i n a  
(80.000 ) y citocromo c (12.400)~ para determinar  s imltaneamen- 
t e  el PH de l a  EL, Los trahainw nn i n i~ i2 - t rnn  m n *  r,mo W n ~ n n - i r ~ ~ i t  
apro: 

Fig 40 Cromatografia en Sephadex G-200.Perfil de eluci6n de proteinas. 
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4 Fig 41 Curva de ca l ib rac i6n de la co lumna d e  Sephadex G-100 
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ACTlVlDAD PCL (-*-la eta pa ;-0-2a etapa 1 
nmoles de porfirinas / mg. de prot. x 30 min. 
HL I I VIUHU rL L \-A- la erapa ;-n-lr erapa I 
nmoles de iporfirinas / mg. de prot. x 30 min 

; . TABLA XYII' T a b l a  de purif icacio'n A:: PROTEIN AS ACTlVlDAD ACTlVlDAD l i  ' -  PREPARACION TOTALES TOTAL ENZlMATl C A 
' I 
EN ZIM ATlC A 
( nmoles de Uro'gen I (mg.) (unidades I mg. de prot x 30min 
HOMOGENATO 
N 1991 
HCB 1960 
N 855  530 0,6 2 
L SOBRENADANTE ' 11.000 x cl 
1 " 
' i; 
*., r.. HCB 1047 31 4 0,3 0 
L : 
N 
HCB 
N 7 1 240 3,3 6 
GEL DE FOSFATO 
HCB 56 113 2,O 3 
N 14 75 5,3 7 
DEAE celulosa 
HCB 13 41 32 4 
:- - 
I SEPHADEX G-100 HCB 0,s 
i Las condiciones de ensayo se detallan en Tabla VII ,  La actividad se expresa como nmoles de Uro'gen consumidos (o  sea 7-+6-+5-+4-COOH, formados) e n  30 min. En 10s elufdos del gel de fosfato,  se  reunieron s61o 10s primeros tubos(vo1 umen total  aprox .10 ml ) aue presentaron mayor actividad y contenido proteico .Los resul tados son el pro- , 

se incluyd en cada ensayo. 
E l  mdtodo de Goudy y col, (116) u t i l i z a  una solucidn pa- 
t r d n  de Prof o preparada por disolucf dn de l a  Proto en C l H  5 N, 
se deja 18 ha. a 4OC, se  e l k i n a  e l  exceso de C1H a 800C y va- 
cfc), se a jus ta  a pH 1 con WH conc, y se  diluye con agua des- 3 
t i l a d a  para l l e v a r  a un volunren t a l  que 25 m l .  contengan 30 m g  
de Pro to ,  se guarda en heladera hesta su uso, 
La actividad ferroquelatasa ss m i d i d  en un rnedio conte- 
niendo 0,48 m l  de buffex T r i s  0,5 M, pH 8, 0,05 m l  de ascorba- 
t o  0,4 M, Oil2 ml de Proto 0 , l  mM, 0,2  ml de homogenato o sus- 
pensidn mitocondrial y agua desti lada en c.s,p, 1,8 m l ,  La 
reaccidn t ranscurr ib  en un tub0 de Thumberg y el a i r e  s e  extra- 
jo por l a  adicidn de un pequeiio trozo de C o p  s6lido. Los tubos 
se preincubaron a 370C pox 5 m i n ,  y l a  reaccidn se  i n i c i d  con 
e l  agregado de 0,2 m l  de SO Fe 5 mM, desde l a  rama l a t e r a l  d e l  4 
tubo de Thumberg. Las rnuestras fueron re t i r adas  inmediatamente 
++ despu6s de l a  adicidn d e l  Fe y a in te rva los  de 10 m i n .  dwante  
un perfodo de 30 min. Cada muestra fu6 adicionada a 4 m l  de 
dcido s u l f o s a l i c i l i c o  5% en C1H 5 N y el precipitado separado 
por centrifugacibn. La concentracidrm de Prot  o en e l  sobrenadan- 
t e  se determind leyendo l a  absorbancia de l  m i s m o ,  debida a l a  
E - Proto remanente, a 407 mi Cuanda e l  sobrenadante r e su l t6  li- 
geramente turbio,  se  kizo m a  correccidn sustrayendo l a  absor- 
bancia a 450 nrn, longitud de onda a l a  que la absorbancia de 
l a s  por f i r inas  e s  virtualmen ~ s g 9 .  Antes de l a  sustraccibn,  Yq 17) 
l a  l ec tu ra  a 450 nm s e  mu1t;iplicb por 1,25, un f a c t o r  que se 
detemina  cornparando l a  absorbancia de homogenatos de t e j i d o  
di luidos,  que no t ienen adicionada Proto, a 407 y 450 nm, 
Los blancos, usando homogenato de t e  jido hervidos, ae 
rea l izaron  para medir l a  velocidad no enzirn&tica de quelacidn 
de hierro,  ~ s t a  velocidad en general fu6 muy pequeza y se res- 
t b  a 10s valores obtenidos para l a  quelacidn enzimdtica, Se 
calcularon l a s  velocidades i n i c i a l e s  para todos 10s experimen- 
to3, a p a r t i r  de 10s correspondientes grdfioos de velocidad y 
se expresaron como p o l e s  ae Proto ut i l izados  por minuto. 
En e l  mdtodo de Goudy en va r i a s  oportunidades s e  presen- -- 
taron problemas de turbidez que fueron insalvables por ~ l e d i o  
de f i l t r a c i d n  y/o centrifugacibn, no loghndo ademds reprodu- 
F 
c ib i l idad  en 10s resultados;  mientras que en e l  &todo de Labb6, 
se  presentaron s e r i o s  inconvenientes en l a  determinacidn de 
10s blancos, llegando en var ia s  oportunidades a s e r  sus  velores  
superiores a 10s de l a s  determinaciones correspondientes. Por 
es tos  motivos ae decidid descar tar  ambos mdtodos e i n t e n t a r  a- 
daptar e l  t r a d i c i m a l  mgtodo d e l  piridin-hemocrom6geno a e s t e  
sistema, 
En l a s  primeras experiencias se empled dicho metodo con 
l a s  modificaciones de Porra y Jones (109) que no presentaron 
mayores d i f icu l tades  metodol6gicas y por e l  contrar io  permitie- 
ron obtener resultados reproducibles. Por otra  par te ,  dado que 
sobre l a s  mismas r a t a s  se deseaba determinar tarnbien l a  a c t i -  
vidad PCL, s e  rea l izd  m a  experiencia comparativa entre  e l  m6- 
todo de obtencidn de l a s  mitooondrias empleado pop Jones y Jo- 
nes (143) y e l  u t i l i zado  en eete  labora tor io  para l a  obtencidn 
7 .  
' d e l  sobrenadante correspondiente, que se apl ica  como f uente 
enzimdtica de l a  PCL hepdtica. 
S e g h  e l  mdtodo de Jones y Jones para obtenci6n de m i t o -  
condrias, 10s hfgados s e  homoeeinizaron en 8 v o l h e n e s  de me- 
dio conteniendo m a  concentraeidn f i n a l  de sacarosa O,25 M, 
buffer  T r i s - C 1 H  4 mM, pH 7+2 y EDTA 1 W. ~ e s p u d s  se centr i fu-  
' 5 .  - 
gd a 800 xg por 10 m i n  y e? sobrenadante se volvi6 a contrifu- 
gar  a 17.-000 xg por 4 min. E l  p e l l e t  mitocondrial se lavd 2 ve- 
ces con e l  mismo buf fer.Pinalrnente l a s  mitocondrias fueran 
sonicadas, en a l fcuotas  de 5 m l ,  durante 3 min, recibiendo pul- 
sos de 15 seg. por vez. 
Mientras que el mQtodo de obtencidn de la preparacidn en- 
zimdtica para PCL,cabe aquf recordar qus consists en:homogenei- 
zar 10s higados en 5 vol. de ClK 0,154 N, centrifugar a 900 xg 
durante 10 mine y recentrifugar el sobrenadants a ll.000 xg du- 
rante 20 min, El precipitado mitocondrf a l  se congela durante 
24 hs. (o  hasta su uso) y se descongela y resuspend0 en el bu- 
ffer de incubacidn en el momento de su uso. Los resultados fue- 
ron similares, por conslguiente en lo sucesivo se utiliz6 esta 
segunda tbcnica. 
Teniendo en cuenta esta modificacidn del mc?todo,se desed 
constatar las condiciones dptimas de incubacidn, como asf tambi- 
Qn probar distint os met odos de solubilizaci6n de mitocondrias. 
SOLUBILIZACION DE MITOCOHDRIAS. Sa eestabiliaad a1 almacenamiento. . 
En la tabla XVIII aparecen las actividades enzimdticas c0- 
rrespondiente a distintas preparaciones mitocondriales, qus se 
obtuvieron s e g h  se describe en Mc?todos. S e g h  puede verse, 10s 
distintos mdtodos probados no arrojaron reaultados muy satisfac- 
torios,ya que tanto la sonicacidn como el tratamiento con deter- 
gente disminufan considerablemente la act ividad f erroquelatasa 
Y F, TABLA XVIII Ac tividad Ferroquelatasa de mit ocondrias solubiliradas por distint os me todos y su estabilidad 
al almacenamiento 
TRATAMIENTO D E  LA Tiempo de N 0 RMAL HCB 
SUSPENSION MITOCONDRIAL almacena- miento (hs) 
nmoles herno A.R. 
mg. prot. x 30min. ( % I  nmoles herno A.R. mg. pr0t.x 30min. ( % I  
MITOCONDRIAS CRUDAS - . 1,1 1 100 2.9 0 100 
SONICADAS 
TWEEN 
CQNGELADAS Y 
DESCONGELADAS 
La mezcla de  incubacidn contenia ,  en un volumen t o t a l  de 3.2 ml 100 nmoles de Proto IX, 200 nmoles de S04Fe, succ ina to  1 0  mM, 
0,8  ml de preparaci6n enzimztica y buffer  Tri<srClH 50 mM pH 8,2, Las i.ncubaciones s e  l l eva ron  a cab0 a 37"C, en oscu r idad , s in  
agi  taci t in ,  durante  30 min. Las ac t iv idades  r e l a t i v a s  s e  ca lcu laron  con respec to  a "mitocondrias crudas ' ' ,  Los resu l  tados son 
e l  promedio de 2 exper ienc ias  en l a s  que s e  reunieron l a s  mitocondrias  hepdt icas  provenientes  de 2 o 3 r a t a s ,  Las mitocondrias  
crudas s e  obtuvieron por cent r i fugac idn  d i f e r e n c i a l  a 900 xg y 11,000 xg, Las sonicadas por sonicacidn de l a  suspensi6n mito- 
condr ia l  durante  2 min, Las t r a t a d a s  con Tween s e  suspendieron en Tween 20, (10 mg/ml) coloctindolas en baiio de h i e l o  por 30 min 
con ag i t ac idn  ocasional  , E n  l a s  congeladas y descongeladas,  e l  tiempo de congelamiento fu2  24 o 48 hs y s e  resuspendieron 
en e l  momento de u s a r l a s ,  
t an to  de l a s  preparaciones e m i d t i c a s  normales como l a  de ani- 
- 
males intoxicados con HCB. En cuanto al congelamiento y descon- 
gelamiento l a  mantiene pero no l a  mejora. Sin embargo en l a  ma- 
yor par te  de e s t e  t r aba jo  s e  empled e s t e  filtimo metodo, ya que 
se  comprobd que inclusive a l a s  72 hs. La act ividad permanecia 
aproximadamente constante. Esto era conveniente pues permitfa 
deasar  l a  determinacidn de e s t a  enaima respecto de l a s  PCL, 
en 10s casos en que era necesario r e a l i z a r  e l  estudio compara- 
t i v o  de ambas. 
CONDICIONES DE EMSAYO. 
- Condiciones generales. 
En es tos  ensayos se u t i l i za ron  l a s  mitocondrias obteni- 
das como se  describe en e l  tdpico an te r io r ,  que s e  guardaron 
congeladas a -20°C durante 24 d 48 hs. y que fueron descongela- 
das y resuspendidas en buffer  lris 50mM, pII 8,2, en e l  momen- 
t o  de usar las ,  
En l a s  f i g .  43 ( a )  y (b) ae presentan 10s resultados obte- 
nidos para l a  actividad de l a  enzima normal (c f rcu los)  y para 
l a  de animoles porf f r i c o s  ( tridngulos ) , expresada como m o l e s  
hemo/mg de proteina x 30 min., en funci6n de l a  concentracidn 
F i g  43 Efecto de d i s t i n t as  concent ziones de los componentes del 
s is tema de incubacio'n sobre la  ac t iv idad Fer roque la tasa 
90 135 180 
nmo les  de P r o t o  
5 10 15 20 25 
mg. de proteinas Succinato TmMI 
Las condiciones de  ensayo, salvo para el  componente aue s e  anal i za  en cada f i g u r a ,  
fueron s i rn i la res  a l a s  mencionadas en l a  Tabla XVIII. Las curvas presentes  en ( a )  
y ( c )  representan  va lo re s  i nd iv idua le s ,  en t a n t o  que ( b )  y ( d )  son e l  promedio de  
dos exper ienc ias  . 
a valores  normales va lores  p o r f i r i c o s  . 
de cada uno de 10s sus t ra tos  que intervienen en l a  reaccidn 
++ por e l l a s  catal izada,  e s  d e c i r  Proto y Fe . De e l l a s  se comprue- 
ba que ambas enzimas l l egan  a actividad constante con aproxima- 
damente 100 m o l e s  de Proto y a una concentracidn 60-90 JIM 
En cuanto a 10s mg de proteinas a emplear se decidid que 
fueran en t re  8 y 10 mg. para tener  una buena sensibi l idad y no 
mds de 10 pues, en algunos casos de preperacf ones porf f r icas ,  
por encima de esa cantidad l a  recta  cornenzaba a curvarse ( f ig .  
43 ( c ) ) .  
En la f ig.  43 ( d )  se  ve e l  efec to  de d i s t i n t a s  concentra- 
ciones de Succinato (agente reductor empleado en l a  incubacidn 
para prevenir  l a  oxidacidn d e l  f 6n fe r roso)  , en e l  rnedio de in- 
cubacidn y aparenternente concentraciones superiores a 10 pro- 
ducirfan una disminucidn de l a  actividad dil l a  ereparacidn por- 
f f r i c a ,  mientras que a menores concentraciones rnantiene e l  m i s -  
mo valor ,  por l o  que se decidid u t i l i z a r  una concentracidn 5 DM. 
- Actividad en funcidn del tiempo de incubaci6n, 
Se estudid e l  curso de reaccidn para l a  ferroquelatasa 
hepstica obtenida de r a t a s  normales e intoxicadas con HCB, E l  
c o n s t r u i r  l a s  curvas  de a c t i v i d a d  Bn '$bhci6n d e l  tiempo de in-  
cubacidn d i d  por  r e s u l t a d o  l a  f i g .  44 ( a )  en  l a  c u a l  aparece un 
lag de 1 5  y 5 m i n ,  , para normal y p o r f f r i o a  respect ivamente,  l o  
que podrfa  e s t a r  indicando l a  formacidn de un p o s i b l e  interme- 
d i a r i o ,  por e l l o  s e  d e c i d i 6  p re incubar  l a  enxima en  presencia  
de uno de sus s u s t r a t o s  ( l a  = P r o t o  =r 
Los r e s u l t a d o s  aparecen e n  l a  f ig.  44 (b), en l a  s e  
comprueba que l a  preincubacidn favorece  l a  formacidn de  hemo, 
var iando l a  r e spues ta  en funcidn  d e l  tiempo de preincubacibn,  
en  e l  l a p s o  de 0 a 20 rnin, s iendo d i s t i n t a  para e l  preparado nor- 
mal que para e l  p o r f f r i c o  . Asf para e l  normal i n i c i a l m e n t e  e l  
c rec imiento  e s  mds l e n t o  que para e l  p o r f f r i c o  y e n t r e  10s 10 
m y 10s 15  min de preincubacidn l a  a c f i v s c i d n  c rece  bruscarnente, 
m i m t r a s  que para e l  p o r f f r i c o  l a  a c t i v i d a d  ya e s  rndxima a 10s 
5 min. de preincubacibn,  permaneciendo luego constante.Xn ambos 
casos  , a , p a r t i r  de 10s 15 min l a  a c t i v i d a d  permanecid constante..  
En base  a e s t o s  r e s u l t a d o s  s e  dec id id  r e p e t i r  l a  curva de 
a c t i v i d a d  e n  func idn  d e l  tiempo de incubacidn,  pero  preincubando 
por  15 m i n  a 37OC y como puede verse e n  l a  f i g .  44 ( c )  l a s  rec-  
t a s  no presentaron  e l  lag  observado anter iormente.  De aquf en  
mds se incorpord l a  preincubacidn con F r o t o  por  1 5  min, a l a s  
Fig. 4 4  Ac tividad Ferroquelatasa en f uncidn del tiempo de inbubacio'n y / o  preincubacidn 
10 20 3 0 
Tiempo de incu bacibn (min.) 
0 10 2 0 30 0 30 60 9 0  
Tiempo de ~ r e i n c u  bacidn (mid Tiempo de incubaci o'n (min 
Las condiciones de incubaci6n son l a s  de la  TABLA XVIII, La f i g . ( a )  representa 
experiencia realizada sin preincubaci6r1, l a  curva superior (correspondiente a 
ra tas  porfiricas) es el promedio de dos experiencias, en tanto sue l a s  dos in- 
fer iores  corresponden a experiencias individual es, con ra tas  normal es . 
Las curvas ( b )  y ( c )  son el promedio de dos experiencias. 
a y o Normal A Porf ir ica .  
condiciones generales de ensayo, En es t a  f igura  (44 c)  tambidn 
se  observa que 10s datos normales caen aobre una rec ta ,  dursn- 
t e  todo e l  tiempo ensayado; en t a n t ~  que 10s correspondientes 
a 10s porf f r icos  s e  curvan entre  10s 30-60 min; l a  causa podrfa 
s e r  l a  a l t a  actividad especifica de e s t a s  preparaciones,lo cual  
provocaria un gran decrement0 de l a  concentracidn de sus t ra to ,  
que a 10s tiempos indicados de jar ia  de ser saturante,  
- pH bpt imo, 
Finalmente se  determind e l  pH dptimo para ambos s i s t e -  
mas enzimdticos. En l a  f ig .  45 se  cornprueba que en ambos casos 
s u  va lo r  aproximado e s  8,2, decayendo l a  actividad hacia ambos 
lados, pero con una pendiente negatlva mds prormmciada hacia l a  
zona alcal ina.  Ademds l a  preparacidn porf f r ica  pierde mds ac t i -  
vidad que l a  normal a pH slcal inos .  Ass a pH 8,6 l a  preparacidn 
normal exhibe aproximadamente l a  misma actividad que a pH 7,6, 
mientras que l a  porffr ica es td  muy por debajo de s u  va lo r  comes- 
pondiente. 
EFECTO IN VIVO DEL HCB SOBRE LA ACTIVIDAD FERROQUELATASA. 
En base a 10s resultados de 10s estudios an ter iomente  
a e  
mencionados l a s  incubaciones se  realizaron,  segth se  d e t a l l d  en 
Fig 4 5  C u r v a d e  p H  
8 9 
pH 
Todo e l  rango de pH f u e  cub ie r to  con bu f fe r  Tris-ClH 5rnM.Los r e su l t ados  
son e l  prornedio de dos expe r i enc i a s .  Normal ; A PorfTr ica .  
Fig 4 6  Efecto in vivo del HCB sobre la actividad Ferroqueiatasa 
Los da tos  representan  va lores  i nd iv idua le s .  
........ - - - va lo r  medio; E.S.; #Normal ;  A PorfTr ica .  
MQtodoa, en un medio que contenfa 100 nmoles de Proto, 200 nmoles 
++ de Fe , succinato 5 mM, aprox. 8 mg. be proteins, a pH 8,2, con 
un perfodo de preincubacidn de 15 mine 
Bajo estas  condiciones la actividad ferroquelatasa prome- 
dio normal did 0,92 y porffrica 2,01 nmoles hemo ,como puede 
mg prot x 30 mia 
verse en la fig. 46. En ella tambidn se observa que 10s valores 
normales tienen un rango de fluctuacidn extrecho alrededor del 
valor promedio, encontrando algunas desviaciones hacia valores 
menopes. En cuanto a la actividad determinada para andales por- 
firicos, present6 m a  fluctuacidn mucho mds grande; incluso al- 
gunos animales que presentaban severos sintomas de porfiria mos- 
traron actividad cercana a la normal, en tanto que otros, en 
condiciones seme jaates,llegaron a tener una actividad el tri- 
ple respecto de la normal. 
- 
7 - .  
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BEESO COMO SUSTRATO DE LA FERROQUELATASA. 
Se estudid la actividad de la enzima de arnbas fuentes en 
forma comparativa utilizando un sustrato no fisiolbgico, seme- 
jante a la Proto donde 10s vinilos esthn reemplazados por etilos, 
es decir que sigue siendo una porfiriaa dicarboxflica como la 
Proto, por urn parte con el objeto de ver si se mantenfa la di- 
f e r enc i a  de ac t i v idad  e n t r e  ambas y en caso af i rmat ivo,  para 
v e r  s i  s e  podrfa usa r  e s t e  s u s t r a t o  para aumentar l a  s e n s i b i l i -  
dad d e l  m&todo, Como s e  ve en l a  f ig ,  4.7 l a  Meso s i r v e  de sus- 
t r a t o  para l a  enzima proveniente de ambas fuen t e s  y con i g u a l  
a f i n i d a d  r e l a t i v a  que e l  s u s t r a t o  f i s i o l 6 g i c o  (p ro to)  ya que 
para ambos s is temas  e l  incramento fue  de aproximadamente 5 ve- 
ces  y l a  r e l a c i d n  de ac t i v idad  e n t r e  enzima norxa l  y l a  de ra- 
t a s  in t  oxicadas s e  mantiene, 
No obstante  l a  ven ta ja  que presentaba e l  uao de Meso como 
s u s t r a t o  debido a en mayor s ens ib i l i dad ,  en  l a  mayorfa de 10s 
casos se s igu id  t rabajando con Proto,  debido a que e s  e l  sus t ra -  
t o  f i s i o l b g i c o ;  per0 en algunos casos en que l a  ac t i v idad  e r a  
ba ja  (corn0 en 10s ensayos para d i s t r i b u c i 6 n  submitocondrial) s e  
us6 e s t e  e u s t r a t o  para corroborar  10s da tos  obtenidos con Proto,  
ESTABILIDAD TEHMICA. 
Para v e r  si habfa d l r e r enc i a s  e n t r e  l a  e s t a b i l i d a d  termica 
de l a s  enzimas " ITH y "HCBM, s e  midi6 l a  ac t iv idad  de ambas des- 
puds de p reca l en t a r l a s  a d i s t i n t a s  temperaturas,  durante 10 m i n .  
Los r e su l t ados  obtenidos e s tdn  p r  q t e s  en  l a  f ig ,  4.8. Los con- P - 
t r o l e s ,  que son l a s  respec t ivas  preparaciones enzimdticas que 
nmoles de hem0 
- -- 
mg. de prot. x 3 0  min. 
nmoles d e  hem0 
mg. de prot. x 30 min. 
Y 
no han suf r ido  precalen7iam~ent0, es tdn representados sobre l a s  
ordenadas, 
Se puede v e r  que 10s precalentarnientos a 37 y 470C aumen- 
t a n  l a  sct ividad tan to  para l a  preparaci6n "NV1 como para "HCBn, 
mientras que e l  precalentamient o a 5 7 0 C  l a  disminuye bruscamen- 
t e ,  llegdndose s anular  a 600C y temperaturas superiores,  en 
ambos casos. No se observan diferencias  s ign i f i ea t ivas  en t re  e l  
comportaniento de l a  enzima normal y l a  por f f r ica  en l a  par te  
ascendente de l a s  eurvas correspondientes, mientras que en l a  
descendent@, . l a  pendiente aegativa e s  mayor para l a  porffr ica  
1 :  
que para l a  normal, indicando una mayor inestabi l idad de l a  l a .  
f rente  a 1  calentamient o. 
I ' 
I - 
E l  precalentamientd' a fdbod Ipor un period0 de tiempo me- 
nor (5 m i n ) ,  t a m b i h  provocd inactivaci6n t o t a l  de es taa  enzi- 
mas. 
DETERMIMAGION DEL En. 
A 10s f i n e s  de ver  s i  habfa diferencias  en l a  afinidad 
de l a  ferroquelatasa proveniente de r a t a s  intoxicadas respecto 
de l a s  normales con respecto a uno de sus sus t ra tos  ( e l  ~ e + + )  
se  determind e l  Kiu para elmismo. Los grdficos de Lineweaver- 
Burk pueden verse en la fig, 49, Los ICm obtenidos fueron: 
1,25 x 1 0 ~ ~ 1  pars la enzima - 4  norm g 0,67 x ~ o - ~ H  para la de 
aninaales porffricos. Los # sultados indican que si bien ambos 
son del mismo orden, la enzima de 10s animales porffricos pare- 
cerfa presentar una mayor afinidad que la de normales. 
EFECTO DE DISIIR!J!AS COMCENTRACIONES DEL PRODUCT0 SOBRE LA AC- 
TIVIDAD, 
Como se puntualisd anteriormente, el hemo es el product0 
final y regulatorio de este camino metsb6lico; para ver si ejer- 
cia alguna accidn diferencial sobre la ferroquelatasa de ratas 
norrnales e intoxicadas por HCB, se midi& la actividad de las 
mismas frente a distintas concentraciones de hemo . Como se 
puede comprobar en la fig, 50, no se obtuvieron variaciones 
en las respectivaa actividades, a las concentraciones probadas 
que abarcaron el rango 0 - 1 x low2 N, 
INVESTIGACIONES ACERCA DEL MECANISMO DE ACCION DEL HCB. 
- Efecto del HCB, PCP y porfirinas. 
Dado el alto valor de actividad ferroquelatasa que pre- 
aentan las ratas porffricas, respecto a l a a  normales, se quiso 
Fig 49 Determinacio'n de Km respec to  de Fe+' 
Fig 5 0  Efec to  ae i he rno  
Las condiciones de ensayo se detallan en la Tabla XVIII , 
Normal A Porf  irica 
investigar si ello se debfa a un efecto direct0 del HCB sobre 
la enzima, o a1 efecto iie un netabolito d e l  HCB tsl corn el 
PCP o quiz& tabign a1 ef as porfirinas que se a c m -  
lan en el hfgado 8e las ratas posfiricas, coma consecuencia de 
la intoxicaci6n con ECB, 
Para ello se preparmon soluciones de HCB o PCP de con- 
centraciones adecuadas p w a  lograr la concentrscich deseada 
en el medio de incubacick, se pipetearon en el tubo y se  dejd 
evzporar el solvente, despugs de lo cual se continu6 con la 
deterainacia'n de 13 actividad en la forma habitual. Para el ca- 
so de porfirinas, se extrajeron las porfirinas totsles de rnito- 
condrias de hig~~do de r-tas porfiricas por HCB, en forma seme- 
I P  P jate a is descriptz en lfi&%oaos p&a hombgenato de hfgado; el 
extracto seco que contenis princigalmente Uro y Firfa (rela- 
ci6n 3:1), se aisolvio' en el menor volwnen de buffer de incu- 
baci6n, se cuantifico' y 3e incluy6 en el medio de ensayo en una - 
cantidad equivalent e a las porf irinas enddgenas present es en 
un ensayo porfTrico (aprox. 108 ngr o 135 nmoles). 
Los resultados presentes en la tabla XIX indican que nin- 
,.;uno de estos compuestos causa aumento significative de la ac- 
TABLA XIX Efecto 'in vitrd del HCB, PCF y porfirinas sobre la actividad 
ferroq uelatasa 
ACT. ESP A.R. ACT. ESP A.R. 
nmoles herno nmoles hem0 (o/o) 
mg. pr ot.x30min. m g. pr ot. x30mi n. 
N ADA - 0,63 100 1,53 100 
PORFIRINAS 4,2 xlO- 0 , 4 6  73 1,25 82 5 
Las condiciones de ensayo s e  deta l laron en l a  Tabla XVIII, salvo que aqui 
se  incluy6 una preincubacidn de 15 m i n ,  en presencia de Proto. 
Las drogas fueron d i sue l t as  en benceno, pipeteadas en el tub0 de ensayo. 
y s e  dejd evaporar el  solvente antes de r ea l i z a r  l a  incubacidn, 
10s dos filtlmos, PCF y porfir inas,  l a  inhiben considerablemente, 
en t an to  que HCB no afecta  prdcticarnente l a  actividad. 
- Efecto de l  tamizaje molecular. 
Otra manera de corroborar e l  efecto de l a s  por f i r inas  
enddgenas presentes en l a s  mitocondrias de r a t a s  por f f r icas  
sobre l a  actividad ferroquelatasa,  era separar dichas por f i r i -  
nas y medir l a  act ividad antes  y despuds de l a  separacibn. Para 
e l l o  se recurr id  a 1  uso de l a  cromatograffa a t ravds de Sepfradex 
G-25 y se decidid i n c l n i r  loa ensayos correspondientes a r a t a s  
normalss, que serfan u t i l i zados  como control,  En algunas expe- 
r i enc ias  l a s  suspensiones mitocondriales fueron previarnente so- 
nicadas. Los resul tados estdn presentes en l a  f ig .51  . All2 se 
ve que l a  sonicacidn disminuyd ligeramente l a  act ividad de ambas 
preparaciones, en t an t  o que e l  tamiza je molecular provw6 un gran 
decremento en l a  actividad,  60$ y 80% para l a  normal y porf f r i -  
ca, respectivarnente. E l  decremento observado f luctud mucho de 
preparacidn a preparacibn, estando estrechamente relacionado 
con l a  resolucidn de l a  columna y en algunos casos l legd  a s e r  
d e l  orden de l  100 $. 
Para v e r i f i c a r  si dicho decrement0 se debfa a 1  pasaje a 
Fig 51 Efecto de l a  f i l t r a c i d n  por Sephadex 6-25 
NORMAL 
C : Controles'. 
S : Sonicados. 
SG : Sonicados f i  1 t r ados  a travOs de Sephadex 6-25, 
D : PreparaciBn rnitocondrial d i l u i d a  a1 medio y mantenida en heladera durante  
e l  tiernpo de co r r ida  de l a  columna de Sephadex G-25. 
Las condiciones de ensayo s e  dieron en l a  TABLA XIV. 
Las rnitocondrias r ec ib i e ron  e l  t ra tamiento  indicado en cada caso ,  
t ravds de l a  columna de Sephadex 6 2 5  o a un pmblema de d i l u  - 
ci6n y manipuleo, se  realizib un ensayo, a p a r t i r  de l a  misma sus- 
pensi6n mitocondrial que s e  pasaria a t ray& del  gel, pero que 
se diluyd a l a  mitad y se  mantuvo en heladera durante e l  tiempo 
de corrida de l a  columna. Los resultadoa obtenidos estdn repre- 
I . I  
sentados por l a  4a y 8a db i a  f ig .  51. A 1  hscer  l a  aompara- 
50 rl jcados 
cidn cuan t i t a t  iva con 10s correspondientes con t ro lesy  se compro- 
b b  que 10s decrementas encontrados variabsn de 3 4 7 %  para l a s  
normales y de 16-26s para l a s  porf f r i c a s ,  pero siempre e r sn  in- 
f e r i o r a s  a 10s provocados por e l  pasaje par SephadexG-25. E s t o  
indicarfa  que l a  disrninuci6n de l a  actividad encon$rada a 1  rea- 
l i z a r  l a  f i l t r a c i b n ' p o r  gel ,  s e  debe a un efecto d i rec to  d e l  t r a -  
tamiento sobre l a  preparscidn enzimdtica. 
I rn . I : I- 
- Ensagos cruzados y de calentamiento. 
La disrninuci6n de l a  actividad f erroquelatasa observada 
luego de l a  f i l t r a c i d n  a travds de Sephedex G25  suger i r fa  l a  
presencia de a l g h  e fec to r  de bajo peso molecular,presente en 
ambas preparaciones enzimdticas. Para d i luc idar  l a  exis tencia  
o no de dicho activadof 4db l i za ron  10s ensayos cruzados y de 
calentamiento, 
En l a  tabla XX pueden v e r w  10s resultados correspondientes 
CONTROL 
v 9 
'r 
TABLA XX Efecto de preparaciones desproteinizadas por calentamiento sobre la  act iv idad Ferroquelatasa norma( 
P REPARACION ENZiMATlCA Sfmbolo nmoles herno ACTlVlDAD RELATIVA ( '10 1 
mg. prot. x 30min N N + N 0  N+sobr. N 8- 
N O R M A L  N 0,92 100 
PORFlRlCO F-' 2,3 8 259 
NORMAL 8- N+N 0 
SOBRENADANTE NORMAL 0 N+sobr. N 0 
- 
I- 
PORFlRlCO 8 N + P 0  
- 
w . 1  -a- 
< I 
SOBRENADANTE PORFIR. 8. N +sobr. P 0 0,5 8 63 121 
L 
N O R M A L  + 
B L A N C O S  
N O R M A L  0 N 8 
PORF lR lCO 8 P 0 0 0 
Condiciones de  ensayo fueron  semejan tes  a l a s  d e s c r i p t a s  en l a  Tabla  XIX, Los d e s p r o t e i n i z a d o s  fue ron  
r e a l i z a d o s  c a l e n t a n d o  a 100°C, d u r a n t e  5 min, l a  c a n t i d a d  de  p r o t e i n a  enz imdt ica  c o r r e s p o n d i e n t e  a un 
ensayo,  normal o p o r f i r i c o  segGn 10s c a s o s ,  En N e  y P+ s e  u t i l  i z 6  l a  t o t a l i d a d  d e  l a  muestra  d e s p r o t e i -  
n i z a d a ,  m i e n t r a s  a u e  en " s o b r e n ,  Nel' y "sobren ,  Pe" s e  u t i l i z 6  l a  c a n t i d a d  de  sobrenadan te  correspon-  
d i e n t e  a su c e n t r i f u g a c i 6 n  a 900 xg por 15  min. 
a 10s ensayos de calentamiento, En- las dos primeras filas apare- 
cen 10s controles realizados con las preparaciones normales y 
porffricas bajo condiciones standard. En las dos siguientes fi- 
1as aparece otro tipo de control que consiste en la determinaci6n 
de la -actividad normal. en presencia de m a  preparaci6n mitocon- 
drial de ldgado normal, desproteiniaada por calentamiento a 1 0 0 ° C  
durante 5 nin,, ya sea total (N + Ne) o el sobrenadante ae su 
centrifugaci6n a 900 xg por 15 min (N + sobren. IT+). Ambos ensa- 
yos presentmon menor actividad qt;e su control (3) .  
A continuacidn est& 10s valores correspondientes a la ac- 
tividad proveniente de un en presencia de cantidad 
eguivalente de de un hkado "porf$rico", 
des~roteinizadas por ealentaaiento; aqui tarnbie'n aparecen 10s da- 
rena- tos co&espondientes a1 desproteinizado total como a su sob- 
dante. Si estos ciatos se comparan con el controlpormal, se 
comprueba que presentan actividades rel3tivas del 87 y 63$ res- 
pectivamente, o sea que hubo disminuci6n de actividad de La en- 
zima normal; pero si se compwan con 10s correspondientes contro- 
les (N + IT++) o ( N  + sobren, N 0 ,  ) , las actividades relativas son 
118 y 121% respectivamente, ea decir: la actividad aumenta pero 
I ; d ! I  !- 
en menor ~ a d o  que el increment~ provoczdo ''in viva" por el HCD 
( p a r a  e s t e  caso l a  ac-clvldad r e l a t i v a  fue d e l  259%). En la  mis- 
ms t a b l a  s e  ineluyen las determinaciones de a c t i v i d a d  para 10s 
desproteinizados correspondientes  que f'ueron nulas .  
La t a b l a  AXXI presen ta  10s r e s u l t a d o s  correspondientes  a 
10s ensayos cmzados,  que s e  r e a l i z a r o n  a 10s f i n e s  de v e r  e l  
e f e c t o  de a3adir uns preparacio'n p o r f g r i c a  s i n  ca1enta.r sobre  
l a  a c t i v i d a d  normal. Cono puede ve r se  allf, en e l  ensayo cruza- 
do se  u t i l i z o '  l a  mitad do m l  de preparaci6n enzim6tica que l a  
empleada en 10s con t ro les ,  a 10s f i n e s  de i n c l u i r  en e l  mismo 
m a  cant idad de p ro te inas  aproximadamente' i g u a l  a l a  de 10s en- 
sayos independientes.  
E l  v a l o r  teo'r ico s e  ca lcu ld  sumando l a  mitad de 10s m o l e s  
formados en csda ensayo c o n t r o l  y dividie 'ndols par 10s mg de pro- 
= t e f n a s  incubadas en e l  ensayo cmz-  do; Cono puede v e r s e ,  e l  va- 
l o r  experimental  no d i f i r i d  d e l  t e6 r i co .  
- Cofsctores,  
En base a l a  perdida de ac t iv idad  observada a1 pasar  las 
suspensiones mitocondriales  a trav6s de Sephadex 6-25 y 10s r e -  
s u l t a d o s  negatives que se  obtuvieron con 10s ensayos cruzados 
y de calentamiento,  s e  dec id id  probar, t e n t a t i m m e n t e  h exis ten-  
c i s  de un cofac to r  o ac t ivador  de ba jo  peso molecular. 
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++ ?ara e l l o  s e  pxobd e l  e f e c t o  d e l  Cu , pues iYagner y c o l  
(245 ) habfan observado wr f e n h e n o  sene j an te  y a  que a1 d i a l i z a r  
sus preparaciones'  enzimgticas , b t a s  perdian a c t i v i d z d  pero l a  
recuperabaa con el. agregado de C1 Cu. Los r e s u l t a d o s  obtenidos, 2 
a1 agregar  100 m o l e s  de Cu a1 ensayo r e a l i z a d o  con l a  prepara- 
c i6n  p o r f f r i c a  pasada por Sephadex G-25, est::n presentes  en lo. 
tabla XXII, e indican  que e l  cuCC en e s t e  caso f u &  i n e f e c t i v o  
ac t iv idad  perdida,  muy por e l  c o n t m r i o  l a  d i s -  
n i n u i a  a h  mgs. 
Se empleo' entonces f o s f a t o  de p i r i d o x a l  (P%), teniendb 
en cuenta  sus c a r a c t e r < s t i c a s  y tambi6n un t m b a j o  presentado 
por  abbe' y Nielsen (162) en e l  t'ler, Congreso International de 
P o r f i r i n a s  :' Freiburg (1975 ), en e l  c u a l  mencionaron l a  exist encia  
de una base de Schiff en sus preparstciones de femoque la tasa ,  l o  
c u a l  l e s  sugirio' a1 PPy como una posib le  ucoenziin* f u n c i o d a ~  en 
-- 
l a  f e r r o q u e l a t a s a w ,  pero no pudieron s e p a r a r l a ,  como asf tampoco 
ni* o t r o  pos ib le  co fac to r s  En e s t e  caso,  aparentemente con l a  
colwnnn, de Sephadex G-25 s e  sepasa r fa  ( f i g .  5 1 1 ,  en t w t o  que a1 
=egar PPy en el medio de incubaci6n s e  r e s t a u r a  l a  a c t i v i d a d  
( t a b l a  XXII) aunque en muchos casos e l  $ de recuperaci6n no l l e -  
g6 a1 ID%, dependiendo 10s va lo res -de  l a  preparaci6n usada. For 
L 
a, 
lI- 
'I- 
s 
n 
- - - .  
0 U - s sn. 
t' 0 s m - r  oat 
m t' a, N .. U S  
ello se Pncluyeron nuevos enstzyos a distintas concentraciones de 
my, pero dada I n  fluctuaci6n de los resultados, no se pudo esta- 
blecer La coneentraci6n dptima para reskaurar la activldad,  ya 
que por encim de cierto valor eL PPy causa disminuci6n de la 
misma, Finalmente se dscidid pas= la preparaci6n enzimgtica a 
trave's de una columna equilibrada con buffer m& PPy y como se 
ve en la misma tabla no se encontrd la rlisminucio'n observadla an- 
.I , -  n .  
teriormente . Cornparando e l  compdrtamiento de la enzima normal 
frente a la porfirica, aparentemente la normat sufriria una mayor 
pgrdida de la actividad al pasarls a trave's de Sephadex G-25 y 
el Pgr seria rnenos efectivo para restaurar su actividad que para 
restaurar la activfdad de m a  preparaci6n porfirfca, tratada en 
id6ntica forna; como si en La preparacih normal estuviese actuan- 
do ax& otro factor, 
de rata, 
Zas fracciones de membrana fueron przparadas usando m a  
nodificacio'n ilel mgtodo de Sottdcasa y col, (241), propuesta por 
..a C '  1 
I '  . 
Jones y Jones (240), que se basa fundamentalmente en hinchar, 
contraer g sonicar las mi con lo que se logra contra- 
e r  la membrana interna, que se seFara de la externa en 10s pasos 
subsiguient es , se& se describio' en Ede't odos , 
Se usaron cono enzimas marcadoras: l a  malato dehidrogena- 
sa (!:ID) para matriz mitocondrial (f'raceio'n soluble);  citocromo c- 
oxidssa (Cc0) p m a  membrana interna (fraccidn pesada); rnonoamino- 
oxidasa ( ~ 0 )  para membrana externa (fracoio'n Uviana), 
Los resultados se ven en la  fabla XXXII. 
En ella se ve que l a  PAD estuvo e f e c t i v a e n t e  presente en 
l a  fracci6n soluble y la 9.ifAU en la  membrana externa. La CcO, en 
cambio, aparecio' en casi  todas Las fracciones, 'y 3 i  bien en la  
preparacidn normal estuvo predominanternente concentrada en l a  
fraccidn pesadn, en l a  porf f i ica  aparecid en mayor p~oporcidn 
en l a  fracci6n l iviana,  Este hecho podrfa deberse a una a l te ra-  
cio'n a nivel de membrana, en l a s  mitocondrias de 10s animales 
porffricos, y2 sea en l a  f?FB oca xzacidn de las enzimas o en l a  
fuerzz de unio'n a l a  membrana; o quiz& a un mtsEacto en l a  de- 
terminacio'n, l o  cual explicar3"st la recuperacio'n superior a l  10@. 
En tgrminos generales, l a  recuperacidn de l a s  actividades 
e n z i d t i c a s  fie' poco s a t i s f s c t o r i a ,  a pesar de que Jones y Jones 
( 2 4 0 )  consideran que usando CLR, la  contracci6n de l a  membrana 
I# .w J& in terna es reslmente efectxva y luego s e  logra una buena l ibera- 
ci6n de l a s  enzims por sonicacio'n.' 
TABLA XXln Dis tribuci6n submit ocondrial de la Ferroquelatasa 
F R A C C I O N  
Malato Dehidrogenasa Citocr omo c-Oxidasa Monoamino Oxidasa Ferr oquelatasa 
Act. Act. Act. Act. Act Act. Act: Act. 
especif ica total especffica total especff ica total especffica total  
Mi t ocondria total 1,IO 1 6,7 0 , 6 x l 0 - ~  0,lO n.d. 
I - 
-.I 4 .  
:-4 Fracci6n soluble 3,8 7 9 8  1,1 x 10- 3 
I 4 6 x l ~ - 3  n.d. 
~ racc idn  liviana 05 . O , ~ X I O - ~  ~ X I O - ~  18,2 
0 8 3 lnterfase 0,4x 10' 3 3 0,7x10 n.d. 
~d ' 
Fraccidn pesada - - 1 8 8  x 1 o - ~  0,O 5 n.d.' ' 
' 
Mit ocondria total 
4 Fraccio'n soluble 0 
~racc io 'n  liviana 
lnterfase 0 
a ~ r a c c i 6 n  pesada 
Las f r acc iones  mi tocondr ia les  fueron preparadas por hinchado y contracci6n de l a s  mitocondrias  en C1K seguido por 
sonicac i6n .  La separaci6n de l a s  mismas s e  l o p 6  por cent r i fugac i6n  en g rad ien te  de sacarosa .  Act ividades espec i -  
f i c a s :  M . D .  A A / 0.01 ;GO log A -  ; MA0 A A  / 0,001 ; Ferroauela tasa :  nmoles Co-Meso 
mg.pr0t.x rnin. mg.pr0t.x' min. mg.pr0t.x min. mg.pr0t.x 30 min. 
sente en todas  las fracciones, con anbas prepwaciones enzirngti- 
cas (normal y porffr ica)  aparecio' fundamentabente unida a l a  
nembrma fnterna,  por l o  p e  se podrfa pensar que en l a  porf f r i -  
ca no hay un problena de localizacidn de las eneimas sino que l a  
Cc-O e s t m i a  m 6 s  ligerzmente unida a l a  membrana interna y se 
l i b e r a  con 10s dis t in tos  tratamientos que sufre la  prepsaci6n.  
Teniendo en cuenta la gran analogfa que existe entre la 
porf irf a aquf estudiada, provocada en ratas por administraci6n 
1 ;c 
de HCB, y la PCT hwnma, result0 interesante estudie la activi- 
dad E L  en eritrocitos y de higado humano.' Respecto a1 
sistem de hfgado se realiaaron ensayos previos, para poner a 
punto el mgtodo para cantidades tan pequeflas de luPgado, como las 
obtenibles de una biopsia, usando hgado de ratas porffricas por 
HCB, como material de ensayo. Estas determinaciones, as$ con0 
su aplicaciQ a laa  biopsias de pacientes, est& bajo estudio y 
no se describieron aquf, 
En cuanto a1 sistena de eritrocitos, en primer lugar se  
quiso determinar l a  concentraci6a de sustrato saturante , Para 
e l l o  se realizd la cur* de actiddad en f~mci.611 *& la concentra- 
-- 
ciQ de sustrato (uroggen III), que como se  ve en la fig.52 con 
aprox. 10 nmoles de Urotgen se llega a la saturacio'n para la ler, 
etapa (U + F 1, en tanto que para la 2a. ( -+ C) hay un dximo 
entre 4 y 7,O nmoles y luego decrece suavemente, a myores con- 
centraciones de sustrato, En base a esto se  decidi6 trabajar 
con 8 a 10 nmoPes de Urotgen, considerando que la ler. etapa es- 
tsrza saturada y 1a 2a. sdlo levemente disminufda. 
La fig. 53 mestra la actividad PCL de eritrocitos de 18 
personas normales y 7 pacientes con FCT. Los dos pasos de 12 
de carboxilacio'n d e l  Uro8 gen I11 f'ueron repres entsdos aqu$ : ler . 
e tnps  (s<nbolos superiores) y 2da. etapa (sfmbolos inf eriores) , 
-lluede verse  que en 10s 7 casos con PCT, ambas actividades, 
para la ler. y Zda, etapa, caen dentro d e l  rango normal, consi- 
derando que 10s promedios obtenidos fkeron 0,151~ 0,038 para 
9ersona.s nornales y 0,150 y 0,033 para pacientes con PCT, para 
la ler. y Zda, etapa respectivztmente. Del anglisis estadfstico 
de estos datds puede verse que las  probabilidades de diferencia 
a lo3 controles correspondientes no fueron estadisticamente sig- 
nificativas al nivel g O,O5* 
Fig 52 Act iv idad PCL de er i t roc i tos humanos  en func idn  de l a  
concentracidn de Uro'gen I I1 
nmoles de Uro'gen 
La mezcla de reacci6n contenia buffer  fos fa to  de potasio 0,067M pH 7-,0, 
EDTA mM, GSH 1 mM, 0,3  ml (2Q mg de prot )  de sobrenadante de hernoliza- 
do y 10s nrnoles de Uro'gen I11 indicados en l a  f i g , ,  en u n  volumen 
t o t a l  de 3 ml, Las deterrninaciones de 10s productos de reacci6n s e  rea- 
l izaron segGn se  detal  l a en l a Tab1 a VII . 
Fig 53 Actividad PCL en eritrocitos de controles normales y pacientes con PCT 
N 0 RMAL PCT 
I' m l a .  e t a ~ a  
PCT 1 0 2a. etapa 
Se emplearon iguales mOtodos aue 10s detal lados en l a  f i g .  52 usando 
en t r e  8-10 nmoles de Uro'gen I11 como sust ra to ,Circulos  y cuadrados 
representan valores individual es:  ---valor rnedio; ..-- E.S. 
DISCUSION. 
De 30s datos de contenido y a c t i v i d s d  E L  en d i s t i n t o s  t e -  
jidon de ratas normales e in toxicadas  con HCB, l a  conclusi6n evi-  
ciente e s  que dicha ac t iv idad ,  en hfgado y r i ~ 6 n ,  e s t d  verdadera- 
mente disminufda por e l  t ra tamiento  con e s t a  dtroga. Es to  e s  asf 
ya que las prepmaciones enzimdticas provenientes de ratas por- 
f f r i c a s  f'ueron separadas de las p o r f i r i n a s  enddgenas (en 10s ca- 
s o s  que c o n t e n i m  mayor a c m l a c i b n i  por f i l t r a c i d n  a t r a v d s  de 
Sephadex 5-25, por c o n s i q f e n t e  fueron eliminadas las dificulta- 
des que pueden causar  las p o r f i r i n a s  enddgenas t a l e s  como inhi- 
bicioi? de l a  a c t i d d a d  enzim6tica, decrement0 de l a  s e n s i b i l i d a d  
d e l  ensayo e n z i m ~ t i c o  o autooxidaci6n del  s u s t r a t o  por las por- 
f i r i n a s  oxidadas (10) ,A  dif erencia  d e l  ne'todo enpleado por Tal j- 
a a r d  y c o l ( l 9 1 )  quienes s d l o  desca r t an la  autooxid-mi& por e l  
:~gregado de GSH en e l  medio, 
For o t r a  p a r t e ,  10s datos para l a  a c t i v i d a d  PCL aquf pre- 
dan t a n t o  l a  velocidad de desaparicidn 
sus t r a t o  (Uro* gen- F i r i a '  gen) con0 1a de apa r i c idn  de product0 
(+Coprotgen) y no solamente e s t a  Sltima, como informan o t r o s  
autores(10;83;246)con 10 que s e  cor re  e l  r i e s g o  de no obtener  
2 - 
- 
~ c t i v i d z d  EL, coma s e r i a  e l  caso presentndo en l a  f i l a  (higado/ 
X C B / ~ )  de lz t a b l a  VII, cuando en r e a l i d a d  e x i s t e  y en un mado 
aprec iab le ,  Nuestro procedimiento e l i n i n a  e s t a  pos ib i l idad ,  Si 
l o  comparsmos con e l  n&to$o de Elder  y co1.(247), si bien se& 
e l l o s  a l  u s a r  Pentafgen  como s u s t r a t o  se pueden n e d i r  bajas ve- 
Locid3des de decarboxi l  acio'rx, pues l a  concentracic?n de l a  corres-  
pondiente p o r f i r i n s  presente  en e l  homogenato es  tambidn baja 
gars i n t e r f e r i r  con e l  ensayo, como bier, puntual izan e l l o s  
tambign, e l  me'todo s d l o  e -  A! d l i d o  si dsta  e s  1% 6n ica  enzima, 
en hfgado de r a t s ,  que c a t s l i z a  t a n t o  la  conversi6n de Penta  a 
Copro, como l a  descarboxi laci6n de 10s r e s t a n t e s  s u s t r a t o s  (u, 
P y H). 
De 10s datos obtenidos se puede afirnar que en e l  hieado 
de las ratas porf~:cic:zs hay un man decrement0 en l a  decarboxila- 
'n7 'F 
cio'n d e l  Urotgen a Coprotgen, siendo m 6 s  mstrcado en l a  2a. etapa  
que en l a  la., a n ~ l o g m e n t e  a l o  observado " i n  vi%rofl con o t r o s  -. 
agentes  que activan o inhiben  l a  2a, etap.3, siempre en mayor @-?a- 
do que a l a  la., como se  ha comprobado en o t r a s  exper iencias  de 
s s t e  mismo t r a b s  jo y a n ~ l o g a m ~ n t e  a l o  informado por Sa,n lu~artfn 
3e Viale  y c01.(89) y -4rzgone's y c o l ,  (701, 
E l  decremento en l a  a c t i d d a d  PCL hepd t i c s  concuerda con 
10s r e s u l t a d o s  rle Elder y col(247)pero d i f i e r e  de 10s de Tol jaard  
y col4  246 f ,quienes no encontraron modificacidn de l a  a c t i d d a d  
P C 5  en rztas tratad:zs con HCB, si bien e l l o s  mismos suponen quz 
es 3 causs  d e l  co r to  t ienpo de a d n i n i s t r a c i 6 n  de l a  dros2, 
De 10s es tudios  de 10s pasos de decarboxi laci6n que com~o- 
nen l a  Za, etapa  comparados con l a  la,,  que s e  r e a l i z a r o n  a sa- 
( t a b l a  IX y fig.  28) s e  ve claramente que en hfgado l a  renoci6n 
de cada uno de 10s 3-COOH e s t g  afec tada  por  e l  t r e t a a i e n t o  eon 
HCS y en pado seme j ante  
Lz disminucio'n en l a  actividad PCL h e p d t i c s  producida por 
HCB '@in vivofl  explicara 'a 10s datos de acumulacidn de Uro y Fi15a 
y ausencia  de Copro o quiz& La presenc i s  de s d l o  t r a z a s  de l a  
tJ 
m i s m a ,  que no meden sepasa r se  por ' l a s  t gcn icas  emplesdas. Es te  
e fec to  s e  ve a& mgs f w o r e c i d o  por e l  s i g n i i i c a t i v o  increnento  
de las ac t iv idades  de las enzimas involucradas en pasos an te r io - -  
r e s  a l a  s f n t e s i s  de Uro: ALA*, A@-JJ y PBG-asa, que como s e  h 
mencion6 f u 6  demos t r a d o  por otros inves t igadores  de nues t r o  la- 
bora to r io ,  que autnentaba en  funci6n fie1 tiempo de in tox icsc idn ,  
7 que f u c r a  informado para ratas con severa  p o r f i r i a  por  San 
Nartfn de Viale  y co1.(196),.. 
5a a c w l a c i o ' n  de porf i r inas- -de  8- y 7 4 O O H  encontrada en 
hfgado de rstas porfiricas, coinc lae  con 10s r e su l t ados  c u a l i t a -  
t i n s  ile S m  Xartfn de ViaLe y col.  6 139) y con 10s de Ta l j aa rd  
y cox.  (lgi);aunqwte dif ieren desde un punto de vista c u a n t i t a t i v o  
ya que 10s r e su l t ados  a q d  presen%ados ind iczn  un mayor de Fi- 
ria y m rnenor $ de Uro, as2 como una mayor acurrulacio'n de por- 
f i r i n a s  en higado my s u p e r i o r  ( 10 veces mayor)a l a  observada 
por e l  segmdo grupo. 
Rajmanickm g c o l ,  ( ~ 9 5 ) ' o b s e r v a r o n  que e l  HCB produce un 
increnento  i n i c i a l  de Uro y Copro en hfgado (no hacen nenci6n 
de 10s interrnediar ios  ) con notcable increment0 de la proporcidn 
de Uro y coneomitante decrement0 d e l  $ de Copro, a l o  l a r g o  d e l  
tiempo de t r a t a n i e n t o  (0-1 mes). ~~d no s e  encontrd Copro incre- %nlWw- ll 
rozntada, i n c l u s i v e  no fu6 posible d e t e c t a r  e s t a  p o r f i r i n a ,  en 
t m t o  que 10s r e s u l t a d o s  a n i v e l  de Uro serfan c o n c o r d a t e s .  La 
d i fe renc ia  a n i v e l  de Copro podrfa deberse a una a c t i v i d a d  PCL 
m y  disminui'&a por e s t a r  trsba jando con r n t a s  con 11 o rn& sema- 
nsa de t ra tamiento ,  nientras que 10s f e s u l t s d o s  de Xajmanickan a 
l o  sumo abarcan 4 semanas de t ra tamiento.  
7- kb ~ 
Los es tudios  de riBon indican  que hay una acumulacio'n de 
p o r f i r i n a s  s l tamente carboxiladczs, en re spues ta  a1 t r a t d e n t o  
con HCB, a1 iwil que 10 infomado por  Gajdos y ~ a j d o s - ~ b ' r b ^ k ( l . 9 ~ L  
Este  efec to ,  al i g u a l  que en e l  caso uel hr"gado, puede atribuir- 
s e  a urmz i n h i b i c i 6 n  en l a  PCL d e l  riMn, principalmente en l a  
2a. e t spa ,  
De 10s es tudios  r e a l i z a d o s  par  S a n  1da.rtfn de Via le  y c o l ,  (189) 
se sabe que fa  a d n i n i s t r a c i d n  prolongada de HCB produce un i nc re -  
mento en l a  excrecidn de Copro por  o r i n a ,  en can t idsd  seme ja.nte 
a F i r i a  f 2 0 % ) ~  l o  que nos i n d i c a r f a  que l a  misma se  b i o s i n t e t i z a  
en cant idades  aprecf ab les  en a&y& t e  j ido  d i s t i n t o  , d e l  hepgt ico,  
donde 13 b i o s i n t e s i s  de Copro e s  c a s i  nula; 6 s t e  podr ia  s e r  e l  
t e j i d o  eritropoy6t2.co; es por e l l o  que s e  estudi.6 l a  a c t i v i d a d  
PCL en bazo(que s e  sabe c m p l e  f m c i o n e s  e r i t ropoy6 t i cas  en la 
r s t a )  y en e r i t r o c i t o s .  
Gabe sef ia lm aquf que l a  ac t iv idad  PCL de bazo de ratas 
normalea no se habfa deterininado con a n t e r i o r i d a d ;  en e l  presente  
t r a b a j o  s e  encontrd que e s t e  brgano presenta  ma s i g n i f i c a t i v a  
a c t i v i d a d  cornpaxsda con 1 . Los h i c o s  antecedentes  
re lac ionados  con PCL en bazcl son 10s t rdba jos  de Romeo y ~ e d n ( 8 3 )  
r e a l i z s d o s  en bazo de r a t o n e s  t rd tados  con f e n i l h i d r a z i n a ,  Xn 
cusnto a l a  act ividsd PCL de bazo de ratas p o r f f r i c a s ,  aqui s e  
encontr6 que e x i s t e  sdPo un l i g e r o  increment0 respecto  de la nor- 
m a l ;  por consiguiente  a1 no e x i s t i r  decrement0 en l a  a c t i v i d a d  
E L ,  l a  a c m l a c i 6 n  de Uro y E'iria, observada en e s t e  caso,  po- 
dria deberse a un increment0 de l a  PBG-asa, h i p 6 t e s i s  apoyada 
por 10s datos  exper inenta les  de S a n  1\,11art<n de Yisle  y col .  (19G). 
Esto 6 l t imo  l l e m r f a  a una mayor s i n t e s i s  de U r o E g e n . e l  c u z l  no 
alcanzaria a decarboxi la rse ,  ya que l a  velocidad de decarboxila- 
c idn  permanece en e l  v a l o r  nornal ,  De t odos  modos tendrfa,  que 
aparecer  a1 menos a lgo  de Copro y e s  probable que as2 suceda, 
pero en t a n  pequefla cant idad  que no es  de tec tab le  por e l  me'todo 
empleado. L a  acumulaci6n de F i r i a ,  que acompaira a l a  de Uro , en 
bazo de ratas p o r f f i i c a s ,  podr5a exp l i ca r se  teniendo en cuenta  
quc , de las dos etapas de La dec~rbox i l ac io 'n  l a  la., que l l e v a  
de Uro a P i r i a ,  es una e tapa  rdpida  mient rss  que e l  primer paso 
de l a  Za, etapa ,  que l l e v a  de F i r i a  a hexa, es e l  paso m 6 s  lento 
de 10s $ involucrados en l a  decarboxi lacidn t o t a l  d e l  Uroggen, 
de a q d  que una buena p w t e  del Uro"en b i o s i n t e t i z a d o  por e l  
sisterna PBG-asa awentada ,  pasa a F i r i a t g e n ,  que s e  a c w l a ,  
De 10s es tudios  r ea l i zados ,  con e r i t r o c i t o s ,  se observa 
que en 10s mimales  por f f r i cos  no hay acwnulacio'n de p o r f i r i n a s  
L Y que l a  ac t iv idad  PCL de 10s mismos es :gual en ratas normales 
y p o r f f r i c a s ,  de l o  que s e  concluye que e l  HCB no t i e n e  e f e c t o  
sobre e s t e  t e j i d o .  
En g l h d u l a  de Harder, un t e  j ldo  que nornalnente p r e s e n t s  
ma g r a n  acunulacio'n de p o r f i r i n a s ,  de aqui e l  intere 's  de su es- 
t ud io ,  el HCB produjo wk decremento en e l  contenido de p o r f i r i n a s ,  
que podr ia  exg l i c s r se  por ma inhibicio 'n en l a  dLA-D, de-tectada 
por San P~mth tie Viale y co l ,  (1 6hE1 l eve  decrement0 en l a  ac- h 
t i r i d a d  PCL, producido por e l  HCB en e s t e  t e j i d o ,  e s t g  de aeuerdo 
tambieh con e l  Leve increment0 provoeado por l a  misma sobre e l  
contenido de Uro. 
De l o  d i seu t ido  observamos que a i  bien  l a  p o r f i r i a  produci- 
da por HCB a f e e t a  a1 hfgsdo y riZ6n, las p r i n c i p a l e s  a l t e r a c i o n e s  
acurren  a d v e l  hepgtico,  ya que e s  en el h$@do donde s e  produce 
l a  mayor a c m l a c i d n  de p o r f i r i n a s  y e l  mayor decremento en l a  
a c t i v i d z d  PCZ, Xientras  que en t e j i d o  e r i t ropoy6 t i co :  en sangre 
no hay a l t e r a c i o n e s  ni en e l  contenido en p o r f i r i n a s  ni en a c t i -  
vidad E L  y en bazo (que es  considerado 6rgano e r i t r o p o y 6 t i c o  en 
-. 
l a  r a t a )  hay sa ' lo  un l eve  e fec to  t a n t o  en l a  actmulacio'n de por- 
f i r i n a s  cono sobre l a  actividad PCL. Dado l a  g r a  analogia ,  que 
t s n t o  a n i v e l  quimico como patoldgico presenta  l a  p o r f i r i a  indu- 
c i d a  en r z t a s  por HCE respecto  de 12 PCT hwnana, podr ia  esperarse  
que wra de las w-tndes a l t e r a c i o n e s  metabdlicas producidas en 
e s t o s  pac ientes  sea l a  disminuci6n.de 1.z PCL h e ~ g t i c s ,  s i n  va r i a -  
cich de l a  misma en ais tema e r i t r o p o y k i c o ,  l o  c u a l  e s t a d r  de 
acuerdo con sf i rmsciones preYlas de que e s t a  enfermedad est$ 
c s r a c t e r i r a d a  po, un disturbio a nivel h e p ~ t i c o .  B c t u a h e n t e  
se sabe que la  ac t iv idad '  pCL estd disminuida en higarlo de pa- 
e i e n t e s  con PCT (138. 248-249). rniontrrs que a n i v e l  de s a w e  
hay contradiccfones,  como s e  d i s c u t e  m& adelante .  
lios da tos  ob ten i ios  para 2.8 d e c n r b o x i l a c i b  d e l  Urofgen 
I y Urotgen 111, i n l i c a n  que con p r s p ~ r a c i o n e s  p r o v e ~ e n t e s  do 
I ratas normalea a v c i d  de d e c a b o x i l a c i 6 n  be1 111 cs 7,5 
veces mayor que 13. del I; datos  que e s t a h  de acuerdo con 10s 
Mauzeral1 y Granick (10) quienes p r o m s i e r o n  que en  eri t r o o i t o s  
de conejo l a  decarboxi lacibn del 'Jl.08gen I ocurre  a l a  mitad 
- 1 de velocidad que e l  Urotgen 1x1; Boare y Heath (13) tambign en- 
cont raron  que ambos porf i r in6genos eran s u s t r a t o  de l a  PCL pero 
no ca lcu la ron  s u s  velocidades r e l a t i v a s  (en Rhodopseudomonas 
spheroides) ,  en t a n t o  que Tomio y cox. (68) i n f o m a n  que s u s  
-sultados, en e r i t r o c i t o s  de po l lo ,  confirman 10s datos  de 
h z e r a l l  y Granick (10) 
"hen y l~?ililler (82) tambi& l o  demostraron en ho jas de ta- 
baco y m& reei-ntlmente Smith y Fr,mcis (73) en hfgsdo de rata, 
velocidades p m a  e l  ley. paso de l a  decarboxi laci6n (u-F) no 
as i  en la producci6n de producto f i n s l ,  p que no encuentran di-. 
f e r e n c i a s  en l a  v e l o c i d ~ d  de formaci6n de Copro, con ambas se- 
r i e s  isome'ricas. Los r e s u l t a d o s  presentados a q d  ind ican  que 
10s primeros productos de l a  descarboxi lacidn,  es d e c i r  e l  3%- 
r i a i g e n ,  s e  acm1.m m 6 s  en la  s e r i e  1x1 que en I& Is mientrrzs 
que PentaBgen y Wexatgen permanecen bajos  y constantes .  A e s t e  
r e spec to  igun les  resul taf ios  obtuvieron Francis  y Smith (73) .  
Por o t r a  par te  Cornford (59)  t raba jando con e r i t r o c i t o s  
humanos encontrd ma l i g e r a  ventaja r e spec to  de la  s e r i e  I ya 
que informa que l a  relacio'n e n t r e  las velocidades para las se- 
r i e s  I11 y 3 s e r f a  7:8.  En cambio Romeo y Levin (83) informan 
que anbas velocidndes s e d a n  igua les .  En cu-ttnto a la presdncia  
de i n t emned iwios  (F, K y P) en l a  s e r i e  isom6rica I, 10s r e s u l -  
t ados  presentados aqm' @st& de acuerdo a 10s de k a g o n k s  y co l ,  
( 7 0 )  y d i f i e r e n  de 10s de San Martin de Viale  y col .  (72) y de 
podido d e t e c t a r  dichos i n t e r n e d i a r i o s ,  En e l  caso de Romeo y 
\ 
10s de Romeo g Levin (83) ya que m b o s  grupos in fo rnan  no haber 
.q 
Levin, puede deberse a1 mgtodo owleado ,  ya que en l a  f a s e  acuo- 
sa que e l l o s  sepwan, y de 13 cua1 ext raen  posteriormente l o  
que c o r n i d e r a  s 6 l o  Uro, ~ o d r h n  e s t a r  contenidos 10s interme- 
1 I 
. I  
Is zbsorcidn de l a  Uro y p a r  ende no son  detectados,  a l  i gnora r  1 
su presencia .  E l h c c h o  de que e l l o s  no hayan obtenido intermedia- 1 
r i o s  con l a  misna enzima de hfgado, posiblernente s e  deba a l a  
b1ja a c t i v i d a d  deca rbox i lmte  de su .preparaci6n por e l  Urotgen I 
f r e n t e  a1 111 cornparado con l a  de e r i t r o c i t o s  o la aquf informada, 
ya que la r e l a c i 6 n  isdnero 1x1: i s h e r o  I rue 11,2 y 7,5 para  
s u  s i s te rns  y los da tos  a q u i  presentados,  respectivarnentc. 0 s e a  
que en e l  l e r ,  caso 10s in termedisr ios  podrfan estar presen tes  
y debido a su pequeaa cant idsd  no s e r  detectados,  
Analizando a.hora el. e f e c t o  d e l  HCB sobre l a  descarboxila- 
c i6n  d e l  Urot gen de ambas s e r i e s  i son6r icas ,  a n i v e l  de % de por- 
I - 
- 4 f i r inas  a1 f i n a l  de l a  incu'i;aci& de l a  E L ,  ver$amos en primer 
l u g a r  que con l a  enzina  nornna1, e l  paso mds len-to en l a  s e r i e  I 
e s  U-F, mientras  que en  l a  s e r i e  I11 e s  F-3, _a juagar 'par l a  
-- 
acwnrlaci6n de Uro y F i r i a  respectivamente. Estos r e s u l t a d o s  
concuerdan con 10s de Doss ( 2 5 0 )  quien Localiza l a  menor ve loc i -  
dad de caBa camino, despue's de l a  Uro en 13 s e r i e  I y despugs 
de la F i r i a  en l a  111. X n  segundo lug=, con l a  enzima provenien- 
t -,I 
t e  de animales porf$ricos, S€! b e  que en l a  s e r i e  I s e  increment2 
e l  bloqueo e n t r e  U y 3' como asf tambign 10s $ de H y P r e spec to  
de 10s normales. En t a n t o  que en l a  s e r i e  I11 s e  a f e c t a r i d n  10s 
4 pasos de l a  descaZboxilaci6n de l  Uro 'gen correspondiente . 
Respecto de las vclocidades relativas para 10s d i s t in tos  
pasoo de l a  decarboldlaci6n fie1 Urotgen 111 hasta Coprorgen 111, 
en un p r i r n e ~  mornento se pens6 que estargan afectados en distinto 
=ado por e l  tratanient-o con ECB, debido a1 notable ineremento 
encon-krsdo de Hexa Trente a Penta. Sin enbargo cabfa l a  pos ib i l i -  
dad de que se iiebiera a un efecto de menor l legada  de sus t ra to  
y por  consiguien-te de no saturaei6nS de l a  enzirna* For e l l o  se 
rea l i z6  l a  determinaci6n de actividad en funct6n de sus t ra to  
y luego se cdmparwon 10s resultados que estaban a aparente sa- 
turaci6n. AS; se  descart6 l a  posibilidad mencionada, ya que 10s 
$ de inhibfci6n para cada uno de 10s 4 pasos de decarboxilacidn 
d e l  IJrofgen,al ase,rrurm su sa~uracio 'n con e l  agregado de porf i r i -  
nc;geno ex&genos, fue aproximadmente e l  mismo (ver fig. 28 t a g  
Por l o  tanto l a  accich deL HCB sobre la descarboxilaci6n 
de l a  s e r i e  III, respecto de l a  misma en animales normales (Hc%) 
afectarh todos 10s pasos en p a d o  semejante, como se indica en 
e l  siguiente esquema: 
Para l a  aerie isome'rica I e l  .anglisis de 10s resultados a 
-- 
I 
1 
'XI3 a c t u a  se& e l  s i g u i e n t e  esquema: 
El an61 isis de e s t o s  r e su l t ados  permit26 tambign comparar 
Lag velocfdades de decarboxi laci6n de 10s porf i r in&enos i n t e r -  
mediar ios  con l a  enztna normal (o en casos nornales) .  AS$ se v i o '  
lue F i r i a q g e n  es e l  que se descarboxi la  a menor velocidad,  en 
tanto que para 10s restantes s e  cumple: Hexa >' Penta 3 Uro. 
Vna r e l a c i 6 n  pmece tarnbi.6~ encontrarae en cumto  a l a  cant ldad  
de s u s t r a t o  necesa r fa  para sattxrar a l a  enzima, ya qne F i r i a  se 
saturarfa con aprox. 10 m o l e s ,  Hex2 con 12,  Penta con 14 y Uro 
con 16;  como si para 10s a u s t r a t o s  de 10s d i s t i n t o s  pasos do l a  
2a. etapa de l a  descarboxi lacidn ddel Urot gen 111 (F, H y P) s e  
:umpllera que a menor lJO de carboxi los  s e  n e c e s i t a  mayor concen- 
t r a c i d n  de s u s t r a t o  para saturar a l a  enzirna. Xn t a n t o  gue para 
La l e r .  e t apa  l a  concent rmxi6r i  n e c e s a r i a  e s  a& mayor. 
&to3 datos e s t &  de acuerdo con 10s Smith y ?bancis (73) 
para quienes F i r i a  s e  decarboxi la  ass lentzmente, en t s n t o  que 
e l  orden para 10s o t ros  perf i r in6genos e s t a r s a  a lgo  a l t e r a d o ,  
ya quo seg6.n s u s  da tos ,  las v e l o c f d s d ~ s  r e s p e c t i v a s  s e d a n :  
< H H I?; aunque ellos: nismos p a n k a l i z a n  que e s t o s  r e s u l t a d o s  

Elder  y col ,  (2473 , por su p w t e ,  h a b f m  encontrado, tra- 
bajmdo con rat is in toxicadas  con m a  df e t a  can HCB a1 0,3%(~/~), 
que s i  bien a la 4a. semana ya se habfa es tab lec ido  La porfiria 
(excrecibn zuinentada de p o r f i r i n a  urinarf a s  y a c m l a c i 6 n  de U 
(10F a e l  c o n t r o l ) ,  A p a r t i r  de ese  monento su a c t i v i d a d  disminu- 
yo progresivamente h a s t a  l l e g a r  a s e r  wn 184'. d e l  c o n t r o l ,  a l a s  
En e l  presente  trabrz jo s e  encontr6,  ya a l a  l e r ,  semma 
un decrement6 de aprox. 10, en t a n t o  que a l a  3er. sernana habza 
l l egado  a1 36%. Es ta  d i f e r e n c i a  podria  exp l i ca r se  por l a  diferen- 
t e  forma de in tox icac i6n  de  10s animales, ya que aqd s e  r e a l i z d  
por  sonda g g s t r i c a ,  en t a n t o  que Elder  y col .  a M n i s t r a n  e l  HCB 
en l a  combda,, 
/ 
Los r e su l t ados  d i f i e r e n  rngs de 10s de Tal jaard  y co1. (191) - 
ya que a1 determinar a c t i v i d a d  E L ,  al tiempo en que las ratas 
intoxica,das con HCB presentaban un cuadro t i p i c o  de acumulacio'n 
de p o r f i r i n a s ,  no encontraron e f e c t o  sobre lld misma por e l  HCB, 
s a l v o  en aquel los  animzles que adem& h a b h  r e c i b i d o  sobrecarga 
de Fe. Estos u'ltimos tcnfan una disminucidn de la a c t i v i d l d  PCL, 
que llegsiba a hacer l a  no d e t e c t a b l e - a  10s 55 d i a s  d e l  trdtamien- 
t o ,  La f s l t a  de disminuci6n observada gor  e l l o s  suponen que se 
debe a ma a d a i n i s t r a c i 6 n  poco yrolon.ipla de l a  drsga; aunque 



e l  es tablec imiento  de p o r f i r i a  hepgt ica  s e  e s t ab lece  aprox, 3-4 
senanas a n t e s  que en r2-kas t r l t a d a s  con HC13 s o l o  (215). En e s t o s  
experirnentos e l  XF,  cuando s e  adminis t r6  ~610, no causd porfi-  
Los cambios en e l  " p a t t e r a w  de de tox i f i cac i6n  parecen es- 
t z r  asociados eon l a  fosmacis'n de in temnediwios  e l e c t r o f f ~ i c o s  
r e a c t i v o s ,  por e jemplo epo'xidos (256110s cuales s e  supone que 
serian 10s responsables  d e l  a i s t u r b i o  e a  _, ~ 3 s  funciones celu- 
l a z e s ,  incluyendo efec tos  mtag6nicos  y carcinog6nicos por  un5dr1 
a macromol~culas  ce lu la res .  Otro rnecaismo a trnvgs d e l  c u a l  e l  
PCP genersdo en e l  retfculo endoplgsmico l i s o  puede alterar e l  
'>attern" d e l  metabolismo de 1 os compuestos relacionados a1 HCB o 
incremantar la  velocidad de tuwlwer d e l  c i t  P-450 (relacionado 
a dicho s i s tema metabo'lico) , s e r i a  a travgs de l a  formacio'n de 
un conple jo con l o s  fosfo lgpidos  a n f o f i l i c o s  en las rnembranas, 
debido a su propio c a r g c t e r  a n f o f f l i c o ,  l o  c u a l  provocarf5 una 
a l t e r a c i 6 n  en las gropiedades fisicoqu<micas de 10s H p i d o s  (257). 
Tor o t r a  parte Jones y Sweeney (258) inforrnzron que r a t o n e s  que 
responden a l a  inducci6n de l a  mi l  hidrocarbon h i d r o x i l a s c ~  
(IZIH, re lac iona3a  a1 c i t  .P-448) d e s a r r o l l z n  porfiria a1 adminis- 
I-. 
tarles t e t r ~ c l o r o  dibenzodioxina (TCIID). Xientras  que, 10s ra- 
tones que no responden, no desarrollzn porfiria bzi jo las mismas 
con6icionese La actividad PC5 estuvo desrirnida s6lo en l o s  rato- 
nes sensibles a1 trstmiento, De ello sugieren que la indtucci6n 
fie cit P-448 y AHH par hidrocwburos arodticos polihalogenados . 
es probableaente un prerrequfsito para la inhibicioh de la PC& 
y la consiguiente acumrx1aci6n de porfirinas heGticas, Por otra 
p ~ t e  la simultanea adninistraci6n dde HCB y fenobarbital (un 
1 I:, - 2 
in3uctor del cit P-450 y de laa oxigenasas de funci6n mixta) 
gromeve el netabolismo del EICB, provocando un a.mento en la ac- 
ci6n porfirinog6nica del mismo (259-260). Todo esto sugiere que 
un metabolite (quiz& el PCP) o un intermediario reactivo de 
10s com2ueetos relacionados a1 RCB, serca el responsable de 10s 
disturbios del rnetabolismo de las porfirinas he$ticas. 
Otro c m n o  de metabolizaci6n del HCB, lleva a la formaci6ri 
de metabolites conteniendo azwre, 10s cusles pueden derivar de 
la conjugacidn con GSH, de una reaccidn con metionina (261) o 
de mi& covalente de internediarios reactivos a grupos sulfhi- 
drilos de las enzimas , por e jemplo la PCL, 
Estos resultados sugieren que un product0 netab6lico electro- 
filico del HCB podria reaccionar con grupos sulfhidr$licos de la 
narte catalitica de la PCL hepgtica, provocando su inactivaci6n, 
E l  an6liei.s de 10s r e s u l t a d o s  ohtenidos con l o s  r e ~ t z n t e s  
-, 
compuestos ind icn  gue e l  HCR tampoco a c t u a r f a ,  a1 menos en f o r -  
ma d i r e c t a ,  sobre l a  FZL. Estos da tos  s i n  embargo, no desc2rtan * I 
la p o s i b i l i d s d  de que e l  HCB actue en f o n a  d i r e c t s  a n i v e l  de 
menbmna, como propone Simon (262). ~ e g &  e s t e  inves t igador  e l  
HCB a m e n t s r f a  1% permeabilidad de la  nembrtzna a s u s t a n c i a s  
s o l u b l e s  en agua, de b:a. j o  PPJ. Cuando m a  s u s t a n c l a  fuertemente 
l i 2 o f i l i c s  s e  incorpora a l a  membrana fos fo l ip?d ica  c m s a  un 
or ien tac idn  es t r ic t smente  de las  rnol6- 
culss anf ipg t i cas  y e s t e  cambio en l a  o r i en tac i6n  puede s c r  su- 
f i c i e n t e  raz6n para l a  penetraci6n de sus tanc ias  h i d r o f f l i c a s  
que amentan en l a  vecindad d e l  s i t i o  defectuoso, Tales sustan-  
c i a s  s e r i a ~  b :iLk, PBG y Uro; adem& se  n e c e s i t a  uxcs d e t e m i n a -  
da concentraci6n i n t m L c e l u l a r  de e l l a s  para  que s e  produzcan a 
trav6s d e l  herno 10s mecanismos de i n h i b i c i 6 n  por product0 final 
feedback involucrados en l a  regulacio'n de e s t e  cznino b ios in-  
t e ' t i co  y p-a l l e g a r  as$ a un estado 3e e q u i l i b r i o  f i s i o l b g i c o .  
Los d i s t u r b i o s  en e l  es tado l e  e q u i l i b r i o  provocaAos gor disni- 
mcio 'n de alO& >recursor  tambign m e n t a n  e l  pmceso que prece- 
de a l a  fornacio'n & e l  nisno precursor.  
Es tos  zu to res  proponen e l  s i g p i e n t s  esquena ,ma 22 accio'n 


s e  l l e g d  a banda h i c a  sobrc g e l  de pol iacr i lamida  l a  p u r i f i c a -  
c i6n  logxada fig p a r z l e l a  pma ambas prep:lrsciones, 10 que per- 
mi t id  c o m ~ m a r  sus pro2iedades en un buen n i v e l  de pur i f f cac i6n ,  
Borneo y Levin (83) por su parte habian logrado p u r i f i c a r  
2 1  veces la PCL proveniente de bazo de rat&, mediante centrifix- 
gaci6n d i f e r e n c i a l ,  fraccio&,rniento s a l i n o  y colunna de Sephadex 
G-150, La enzina pwlificada mostrd 6 bandas en g e l  de p o l f a c r i l a -  4 
mida, Chen y N i l l e r  (82)  pur i f i ca ron  72 veces l a  E L  de k o j a s  
I 
de tabaco mediant e cent r i fugaci6n  d i f  e r e n c i a l ,  2 r e c i p i t a c i d n  f r e c -  I 
cionada y absorci6n en gel de fos fa to  de Ca, ldientras que T o d o  
y c o l ,  (68) pur i f icaron  220 veees l a  enzims de e r i t r o c i t o s  de 
po l lo  por t r a t smien t  o del sobrenadsnte de henol i  zado con DEA3- 
ce lu losa  en b . ~ t c h ,  fraccionsmiento con SO (;JH ) y cromatograf<a 4 4 2  
En c u a t o  a l a  PCL de higado de rsta, ~ r a g o n g s  y col .  (70 )  , 
-- I I 
t r s b a  jando con &m;zles normales , l o p a r o n  m a  -ourificaci6n de 
I L w  I .I rn 130 veces r e spec to  a1 sobrenadante de 950 xg; aplican:lo Eentrx- 
fugs.ci6n d i f e r e n c i s l ,  f r a c c i o n m i e n t  o s a l i n o  , absorcio'n sobre  
g e l  de f o s f a t o  en batch y c o l w a  de D%E-celulosa, e l d d a  con 
~ r a d i e n t e  de C1K. Los pasos indiv idu3les  no pudieron compmmse 



las dos etapas,  va lo r  que s e  opone a1 encontrado por Chen y ~~Ellg 
Djas de tab:lco (821, pues encontraron un 241% de a c t i v i d a  
rel:ltim en presenci.2 de e s t e  quelante ,  a igual concentraci6n 
k I 3 
8 .  
+ I  I 
~ c s d a ,  en t a n t o  que con PPNa logran  una a c t i v i d a d  r e l a t i v a  d e l  1 
iff e r e n t e s  f u e n t e s  enzim&tic:ss u t i l i z a d a s  que exh ib i r fan  propie- .I 
!s d i f e r e n t e s .   sf l a  TCL de origen v e g e t a l  s e r i a  i&ib$da 
r .  I I I 
?or metales,  en t a n t o  que 12 PCL de mmife ros ,  cono en e l  caso 
I I  
dichos me-tales para ac t iv idad ,  
i l t i m a  en t a n t o  que e l  X C  a f e c t 6  m 6 s  l a  23. etapn de l a  normal. 
E l l o  podrfa i n d i c a r  un efec to  d i s t i n t o  de c i e r t o s  metales  f r q ~ t g  
.il +V - 
a aabas enzimas, l a  a f in idad  de e s t o s  quelantes  por e l  Cu es: 
- ; PPNa c DTC; por l o  t a n t o  l o s  r e s n l t a d o s  p o d r i m  indi- 
'r; ' I  44- [Cma dayor dependencia de Cu para 13 a c t i v i d a d  de la enzima: J 
presentado por ambas preparaciones enzimdticas frente a1 GSH, 
A '  Ins datos aauf obtenidos concuerdan con 10s de ~ m c $ a  y c01.(71) 
auienes encontraron que a bsjas concentrzciones o no tuvo erec'to 
o ~610 provocb una ligera disminucidn de 16 actividad. Cumdo 
inerementaban la concentrsci6n aparecia un pico de decrement0 
. - 
(aprox, a 1 d i 7 )  se&do pox un ,posterior incsemento. Los autores 
p - gostulan gue la inhibicidn observ~da a bajas concentr?ciones de 
$a deberse puent es cesarios 
. - 
. 13. zctividad total de la enzina. Lrz recuperrzeicin de Ia actividad 
a mayores concentraciones podria estar relacionada s una funci6n 
A. activmte del GSH, el cual podrfa actum cono un ani6n bivalente 
y no corno un protector de grupos sulf'hidrilos. 
Chen y Miller (82) g Tbaerall y Granick (10) no encontra- 
ron efecto con GSH. En cuanto a1 otro grotector de 
x el ditiotritol disninuy6 ligeramente la actividad de las dos 
F* etapas, tanto con la _nreparacio'n riormal como con la porfiricac 
# Este efecto podrfa  ser senejmte a1 provocado por el GSH a bajas 
1 dL, concentraciones, es decir que actuaria rompiendo puentes disul- 
furos esencilles para la actividad. L2 peparaciin porfirica, se 
vio'  m f s  afectada por este tratamiento, indieando quiz& unz mayo 
desprotecci6n de estos pupas. 


Ya Home y Heath (13) habian informado que l a  enzirna pre- 
c i p i t z b a  a un porcentzje  de saturaci6r-i super io r  31 35% y que e l  
p rec ip i t ado  e r a  e s tS lb le  g~ard:?,do por 2 o 3 semanas a -15 OC, am- 
que e l l o s  l e  agregabzn BAL 0,5 m14 p w s  pro teger l a ,  Eh e l  m i s m c  
t r a b a j o  puntual izan que L a  enzima fu6 i n e s t a b l e  en 10s primeros 
pasos de l a  extracci6n.  
Chen y I:liller (82) i n f o m a n  que l a  enzima p a  ~ i e r d e  ac- 
t i v i d n d  2 10s 40 dfas de almncenaje a -20°C, aunque en presenc 
de GSH mantiene un 35;'. de s u  a c t i v i d - ~ d .  A seme janza de e l i o s ,  
Romeo y ~ e & n  (83) informaron que e l  X N B  protege a l a  enzima 
,3urantc e l  almacenamiento; e s t e  r e a c t i v o  se  unirsa a un gmpo 
-3H e s e n c i a l ,  e je rc iendo ads$ su e fec to  ~ r o t e c t o r .  Ls r e a c t i v a -  
c i6n  l a  hacen luego con d i t i o t r e i t o l .  B ~ j o  e s t a s  condiciones,  
sus prep3raciones fueron e s t a b l e s  por 4 neses ,  mantenidas a 
-20°C. 
Cos pasos f i n a l e s  de l a  pwificaci611, o s e a  e l  t r a t a n i e n t o  
con DEA.%-celulosa y c romatogaf fa  en Sephadex G-100 y G-200, 
brin3aron i n d i c i o s  de que quiz68 e x i s t a  una a l t e r a c i 6 n  a n i v e l  
e s t m c t u r a l ,  en 13 enzima proveniente de an ina les  in tox ic~ ldos  
con aCB. 
h a l i z a n d o  e l  conportamiento de ambas preparaciones sobre  
e s t a n d o  l a  a c t i v i d n d  enzimst ica asociada a1 2 O  de e l l o s ,  La di- 1 
f a r e n c i c  njs notable., on t re  la greparaci6n n o r m 1  y l a  ?or f<r ica ,  
que ~ a r a  Is normal e l  ?unto de n&ima actividzd,  c o i n c i d i a  
% I 
con e l  p ic0  11, en t a n t o  que con 13 p o r f i r i c a  l a  a c t i v i d s d  salfe 
I c o n  nayor volwnen de olucich, o sea que presentabs un comimiento I 
La +mif ic rzc i6n  t o t z l  obtenida fue' de 115 g 114 veces res- a 
Iectivanente aaxa l a  enzima normal y 1s p o r f f r i c a ,  aunque en a l - '4  


- J - 
J Por o t r a  p m t e  e l  t r a t d e n t o  con Tween, sobre mitocondrias  . 
. 
. de l a  a c t i v i d a d  de ambas preparacf onss enzim6%icas, 3 s t o s  r e su l -  
v I 
. tados e s t a r i a n  en cont rapos ic idn  con 10s de Labltld y Iiubbmd (119) . 
I 
I . 
quienes inforiaan que r e p e t i d o s  c o n g e l d e n t o s  y descongelaraien- 
¶ 
' t o s  de l a  Ferroquelatasa no disminuyen su ac t iv idad ,  aunque al- l 
. 
. 
gunas p r o t e i n a s  desnrrturalizadss 6casionslmente p r e c i p i t z n ,  e in- 
c l u s i v e  afirixm ( s i n  dar datos n m 6 r i c o s )  que p a r d a n d o  las  &to- I 
. 
;im con Dieen, Las 
;e me jo ra  1s .pus- I I 
. 
p r i n c i p z l e s  dife-  
I 
r e n c i a s ,  con e l  ue'todo empleado aqw' con el. detergente ,  e s  que 
. las nitocond 
buffer tris 25 pH 8,2 y que, despugs d e l  t ra tamiento  con hveen, 
realiean una cen t r i fugac i6n  a 46,000 xg gor 30 mine a O°C. Obtie- 
I 
nen as5 un sobrenadante rojizo c l a r o ,  que guzrdan,a -20°C hasta 
-- 
eatable por varias semanas. Quj. 
.esto que i n e s t a b i l i  
r e su l t ados ,  respecto  a estabi3.i 
z6s con l a  c e n t r i -  
- rnr 
za a l a  enzina.' 
dsd, obtuvieron 
A 
Po=& y co1.(142) t r a t m d o  a las mitocondrias con Tween 20, ten- 
.000xg por 10 n t r a  b u f f e r  T r i s  
~ t r i f u g a n d o  a 80,000 xg por 60 min, Sepma;n asf un sobrena- 
; I I -  1 T I 
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fie l a a  mitocondrias so lub i l i zadas ,  como a L a  n s t u r a l e z a  d e l  re -  
' i u c t o r  empleado o a l  d i s t i n t o  or igen  enzinrit ico,  en 10s dl t imos  
traba j o s  nzencionsdos . 
En cuanto a1 agente r educ to r  a q d  u t i l i z a d o ,  s e  efigio'  suc- 
2inato en base a 18s objeciones que presentaba e l  uso de GSH y 
r e a c t i v o s  t i d l i c o s  en genera l ,  que causan d e s t m c c i 6 n  d e l  produc- 
50 f i n a l ,  hemo (116, 128, 142) .  Nientras  que Jones y Jones (143) 
10 encontraron d i f i c u l t a d e s  con e l  uso de s u c c i n ~ t o .  
Por o t r a  p a r t e  tambi6n e s  f a c t i b l e  que las p e p a c a c i ~ n e s  
ene in6 t i cas  aqui  u t i l i z a d a s  tengan wr a l t o  contenido en c a t a l m a s  
que prevendrfan l a  mencionada destruccio'n de l  hemo (14 ,  142)  La 
. I 
aer6bica  de l  hemo l i b r e  en  greaencia  de t i o l e s  involucra  2er6xi- 
ios l ib res  (116, 14.2). 
dptptimas , par2 las preparaciones p o r f i r i c a s  f r e n t  e a l as  normales , 
se ve que coinciden para  ,mibas preparaciones.  
E l  es tudio  de l a  a c t i y i d a d  en funcio'n d e l  t ienpo de incuba- 
c i d n  demostrd l a  e x i s t e n c i a  de un "lag: de 15 y 5 min para  las 
greparsciones normal y p o r f i r i c a  respectivamente , 3s t e  perfodo 
-4 
sendas preparaciones paza a l canza r  l a  velocictzd m b i m a ,  
I3n e s t e  aspecto tambi6n d i f i e r e  e l  comportamiento normal 
d e l  o r f f r i c o  en que e l  -amento de 13 ac-tividrzd con mayores tiem- 
pos de greincubaci6n e s  m 6 s  l e n t o  2ara e l  normal, 
E l  %ag'' mencionado o d r f a  e s t a r  indicando l a  e x i s t  encia de 
un fn termediar io  enzina-Proto. S imi lares  conclusiones obtuvieron 
Nishids y  abbe' (14)  y &lambias (115) de sus t r s b a j o s  r e a l i z a d o s  
con a i t o c o n d r i a s  Cie higado de rsta y cerdo, respectivamente, '  Por 
o t r a  parte estoa r e s u l t a d o s  d i f i e r e n  de 10s de Poma y Jones (109) 
quienes consideran guc e l  'la& $ 0 ~  e l l o s  tambi en encontrado, es 
debido a1 tiempo necesar io  para  s a c a r  todo e l  O2 de l a  mezcl; 
de r eacc i6n ,  ya que pudieron burbujeando N 30 min, 2 
antes de l a  adicio'n de ~ e *  y GSH. ~demds  no encontraron forma- 
c idn  increnentada de heno c u a d o  l a  enzima fu6 preincubaiia eon 
Proto ,  en vac io ,  con GSH como reductor .  
-- 
Las di f  erencias  puede deberse a l  d i s t i n t o  orfgen enzimstico , 
ya que e l l o s  t r a b a j a n  con mitocondrias de higado de cerdo. 231 
t a n t o  que e l  d i f e r e n t e  comportmiento de l a  ,oreparaci6n ,oorf<ri- '  
f r e n t e  a l a  norna l  i n d i  ca r  enzina 
t i e n e  mayor af infdad  que l a  normal por l a  Proto o que de algauna 
W '  I
manera s e  ve favorec ida  l a  wzlon de l a  Proto a l a  primera o  tamhien 




I >a pox diluci6n, pero fundamentalmente , la dependencia de la ac- 
w 
- 
- v -  - - - -  . * 
-- 
- - L  - - -- L -- 
tura de ese inhibidox y que en el caso de la grepaaci6n porfiri- 
- 
w 
t i . i Q &  Qe ambas ?regaraciones de urn factor que se separarfa en 
r c 
La columns de Sephsdex (2-25. 
Los ensayss de calen-tamiento mostraron la existencia en 
& Los desproteinizados de las prepasaciones normales, de un factor 
s .  rue disminuve la actividad normal, Dicho factor estarfa nrosente 
tambien en 10s des~roteinizados pbrffricos, ya sea en menor can- 
t idad  o con menor poder inhibitorio frente a la actividnd normal. 
w Otra ~ a s i b l e  exolicaci6n es aue el calentarniento altere la extruc- 
fl 23, est6 ma's resguardado y por ende se afecte en menor grado por 
31 calentzmiento. Comparmdo, en estos ensayss, (I? + 08) con 
[ M  -I- 0 ~ )  se ve que este 6ltirno tuvo ma actiyidad relativa, res- 
pecto del primeyo, de 118,121$, con los desproteinizados totales 
:, sus sobrenadantes respectivamente y que este incremento'en la 
fi. 
zctividad fu6, superior a la diferencia entre 10s aecrenentos pro- 
4 3ucidos por los desproteinizadas normal y porffrico sobre la ac- 
cxvldad normal. Estos resultados indicarfan la existencia, en la 
I - preparaci6n ppoffiicco, de una sustancis termoestabls o paroial- 
I .  
I ;lent@ ter~oestable, capaz de restaurar en paste, lz actividad 
normal disainufda por el desprotei_nizndo de una preparacidn nor- 
4 
male Es te  increnen-to fue' i n f e r i o r  q u e e l  provocado par e l  HCB 
"in vivoft  sobre 3.a a c t i v i d a d  Perroquelatasa,  
Los ensayas cruzados no aportaron mayores evidencias  sobre 
l a  e x i s t e n c i a  de un ac t ivador  en la  preparacidn porfirica, ya 
~e e l  m l o ~  experimental  co inc id id  con e l  t e6 r i co .  Es to  podr ia  
estar  de acberdo tambi6n coon l a  existencia en l a  preparacidn nor- 
mal de un i nh ib idor  rn6s a f e c t i v o  que e l  presente  en l a  p o r f f r i c a  
y gue anularia e l  e f e c t o  del act ivador  presente  en e s t a  dltirna. 
r - &abbC y ~ u b b a r d  (1.19) por e l  contrario informaron gue e i  ' I ;  
I I 
e x t r a c t  o enz ing t i c  o inac t ivado por ca lentaniento  no a f e c t 6  l a  
a c t i v i d a d  enzimdtica. NIientras que Goldin y L i t t l e  (128) i n f o r -  
man que e l  a p e g a d o  de enzina calentada inhibe  la incorporacidn 
no r! ~ i m 6 t i c a .  Este e f e c t o  no t e n d r i a  mayor peso en 10s r e s u l t a -  
I+  
dos a q d  gresentados,  ya que l a  incorporacidn no enzimdtica es 
nu la ,  debido quizds a l a  concentraci6n de Tween 80 que a p b r t a  1- ; 
l a  solucidn de P ~ o t o  a1 nedio de incubacidn (113). 
Los i n t e n t o s  de restaurar l a  a c t i v i d a d  Ferroquela tasa ,  per- 
dida por e l  pasa j o  a trav6s de columna de Sephadex G-25, median- 
++ t e  e l  agregado de Cu fueron ine fec t ivoa ;  por e l  c m t r a r i u  e l  
CU" gro6ujo ma mayor perdida de a c t i v i d a d e  ~~t~~ resultados 
k- 
estdn de acueriio con aque l los  t r abg jos  en 10s que s e  domostro' 

E s t o s  r e su l t ados  estarzan de acuerdo con 10s de ~ a b b 6  y 1 
' 
_ Nielsen (162) quienes poponen  que e l  ZPy debe t e n e r  un r o l  fun- 
e '  - 1  
c i d n a ~  en 13. Ferroquela;f;asa, Estos  au to res  proponen que: dado I #  
- 
'uncic 
por 7 
ines del  P?y involuc 
-a coenzima y que e l  
met;a 
e s t a  
I ; do f e r r o s o  por la Ferroquelatasa,  ' e l  P2y o p e r a r i a  en e l  s i t i o  de 
r e s u l t a d o s  obtenido loc 
I ' ~ i z s c i 6 n  submitocondrial ,  se puede pensar quo la  Ferroquela tasa  
paraci6n a i t o c o n d r i a l  normal como en la p o r f i r i c a .  Los v a l o r e s  
I  
obtenidos en las r e s t a n t e s  fracciones podrfan i n d i c a r  contamina- , 1; 
. ci6n dde las nisnas con fragmentas de rnembrana i n t e r n s ,  y a  que e l  1 I . I  
! mismo e f e c t o  se  observ6 a n i v e l  de CcO (eneirna marcndora de rnembra- 
i n c l u s i v e  preGsnt6 l o r  
I  
alto en la fracci6n l iv i l lna ,  per0 debe s e r  un problema a nivel 
de deterrninacidn de ac t iv idad ,  ya que da un $ de recuperaci6n en I  
esa f r a c c i d n  cerc2no a1 2007, 3stas m l o r e s  inesperados de recu- 
. 
peraci6n quiz& s e  deban a cambios e s t r u c t u r a l e s  r e s u l t a n t e s  de 
Las t 6cn icas  de fraccion:miento (267). 1 
. I  
I  
. I I  
McXay y cox. (145) a i s l a r o n  f r scc ioncs  de rnembr.ma por tra- L 
.4-P y f t l i v iaaM 9 
o'n con fragnento 
por IulcKay y cox. 
normales y porf 
s i n  embw- 
' por  d i e t i l  1,4-dihidro-2,4,6-trimetil pfridin-3,5=dicarboxilato, 
n soncuerdsn con 10s aqw' presentados e i nd ican  que no hay d i feren-  
:.t 
' Lotes de animales, mr 
t a m e n t o  con d ig i ton ina  o por sonicaci6n y las exzminaron median- 
t e  microscopfa e l ec t r6n ica ,  Tanto en las f r acc iones  4.02 y Itpe- 
sadat* las menbranas i n t  ernas es t u v i  ercrn minirnanente contaninadas 
go, mostraron s i g n i f i c a t i v a  contaminaci 
ns f n t e r n a ,  Los r e s u l t a d o s  presentados 
El . para  mitocondrias provenientes  de ratas 
:ias en l a  l o c a ~ i z a c i 6 ; l  s & m i , t o c o ~ ~ i a ~  
- - 
figuracich f a c i l i t a  l a  ent rada  d e l  Fe ++ 
. 3 )  La a l t e r a c i 6 n  configurational quizas 
- 
%a& af ectada  por pH a l c a l i n o s ,  altas te .  
' -"w ,' ~~2 
k r l  De todos 10s datos presentados para l a  a c t i v i d a d  Pemoque- 
P1 Latasa hepa t i ca ,  de rstas normales (FN) y p a r f i r i c a s  (FP) por 
a 
i: 3CB, se c onc luge que : 
9 
. L )  E x i s t e  un in termediar io  a c t i v o  entre in. enzima y la Proto(23 -PI. 
2 )  La FP t i ene  m~yor a f i n i d a d  que l a  FIT por Proto o b ien  s u  con- 
de j e m 6 s  expues 
cen t ro  a c t i v o  de l a  PP, de al l$ s u  mayor a f in idad  por e l  s u s t r a -  
b 
. 
t o  y e'sta quiz& sea taabign l a  causa ;sor 1% c u a l  l a  PP s e  ve 
uci Bn. 
4 )  En la FP pyobablenente e x i s t a  ur slctivador de 1s a c t i v i d a d  de 
La FN. 
5 ) En l a  F N  probzblernente e x i s t a  un i nh ib idos  de l a  a c t i v i d a d  de 
l a  FN presente  t m b i g n  en FP pero nenos e fec t ivo ,  
6 )  E l  PPy es u n  posib le  cofac tor  t a n t o  de l a  PR como de l a  P?, 
7) La l o c a l i z a c i 6 n  subiaitocondrial  de l a  Ferroquela tass  no se  ve 
afec tada  por e l  t ra tamiento  con IlCB "in v ivoH8 
11 S i  e l  HCB o un metsbol i to  a l t e r a s e  l a  pemneabilidad de l a  me=- 
brana, podr ia  suceder que m compuesto de ba jo PI$, normlmente 
ausente  en l a  matr iz ,  penetre  a l a  r;risma y entre en contact0 coz 
la Perroquela tasa  unida a l a  membrana i n t e r n a ,  i n c l u s i v e  podria  
u n i r s e  a e l l a  en f orma covalente ,  a l t e rando  as< su c o n f i ~ a c i o ' n .  
HCB 
4. 
In vivo" 
> 
NORMAL 
+ 
x e y  s i t i o s  de m i 6 n  para ~ r o t o  y ?e++ 
IVY: metabol i to  , a c t i m d o r  I : i nh ib idor ,  
Id tambie'n 2odr ia  s e r  e l  I3CB o un n e t a b o l i t o  d e l  misno, 
9) I31 necanismo de reacc i6n  en Lamboa casos seris: 
2-01 Dado sue 10s r e s u l t a d o s  obtenidos en 10s ensayos de calen-ta- 
.el. a l t o  incrkmento 3 
latasa provoctzdo por  e l  HCB "in vivow , cabe la j o s i b i l i d s d  de 
e 
r que e s f z  droga ac tue  tambie'n a nive71 ds shtesfs  -proteica,' cau- 
#. 
sando un aumento en  l a  cant idad  t o t a l  de l a  proteins enzim&ica. 
de m o l e s  de Urofgen 111 indicaron  que a m a  concentraci6n 2,7 - 
1. , 
- .  
decreciendo luego l e  
ue e s t a r f a  indicando 
I L 
tapa.  S imi lares  resu 
c e  independiente de l a  
ra l a  2ds etapa 1 l e g a  
venente a mayor concen- 
inh ib ic i6n  por- e s t e  
&cia y c o l a  (71) t rabajando con l a  enzima de e r i t r o c i t o s  de ave 
para  l a  de l a  la., ya 
. 
- que e l l o s  tambidn encuentran inhibici6n por urovgen sobre su Pro- 
L 
pia descarboxifacidn, 'Este  comportamiento d i f e r e n t e  podr ia  ses 
rn 
-. a causa d e l  d i s t i n t o  o r igep  enzim6tico 11 
(248) quienes informwon d i fe renc ias  en l a  a c t i v i d a d  PCL depen- 
Los v a l o r e s  de a c t i v i d a d  1CL es tudiada  en pac ientes  con 
PCT e s t t ~ v o  en e l  rango normal, t iun to  para l a  ler, como >ars la 
2a, etapa  de l a  descwboxi lac idn  d e l  'u'ro"ge 111, Los datos  con 
s u j e t o s  normales es tuvieron  en e l  nismo rango t a n t o  en hombres 
2omo en mujeres. Es%o d i f i e r e  de 10s r e s u l t a d o s  de Xushner y col .  
d ien te  d e l  sexo, 
Los r e su l t ados  aquf presentzdos e s t &  de acuerds con 10s 
de Blekkenhorst y co l ,  (268) Elder  y c o l a  (252 )y de Yerneuil  
y_  col. (269 ) ,Bi f ie ren  de 10s de I(ushner (248, 249) quienes en- 
cont rs ron  un decremento de aprox, 60$ de ac t iv idad  PCL en pacien- 
t e s  con PCT. En base a e l l o  Hushner y c s l .  sug ie ren  que e l  defec- 
t o  h e r e d i t a r i o  en PCT s e r f 1  m decremento genera l  de la  a c t i v i d a d  
de e s t z  enzina,  en todos Zos tejidos. Los r e s u l t a d o s  d e l  presente  
t r s b a  jo , anter iormente mencionados , no es tdn  de acuerdo con estas 
-- 
c onc l u s i  ones, 
- zoy - 
RESUTrEN Y C OIU'CLUSIONES 
' I ,  p 
En base a 10s es tud ios  r e s l i z a d o s  t end ien tes  a detemninar e l  
I 
alcance de 10s d i s t u r b i o s  rneta1~6licos ocasionados por e l  HCB, loca- I 
l i z a r  10s puntos de acc i6n  de la &oga a l o  l a r g o  de l a  cadena me- 
I * 
- .  - tabo ' l ica  d e l  hemo y a p o r t a r  da tos  t e n d i e n t s s  a e l u c i d a r  e l  necanis- ! 
c 
mo de acc i6n  de l a  n i s m z ,  s e  lleg6 a las s i g u i e n t e s  conclusiones:  I 
- E l  higado e s  e l  pr incipal .  s i t i o  de acci6n d e l  HCB, Zn e s t e  6rgano 4 
I 
e s  donde s e  produce, por e f  e c t o  de l a  droga, l a  mzyor acumulacio'n 
de p o r f i r i n a s ,  c u p  na tu ra leza  a l t a n e n t e  carboxi lada  puede atri-  
b u i r s e  a l  grrm decreaento qu;! provoca l a  drogii sobre  12 ac t iv idad  
PCL hepgt ica .  
- En 2 O  lug= e s t a r i a  afectado e l  riE611, en e l  c u a l  existe tanbie'n 
nltzmente carboxi ladas,  coao restsuftsts a1 trrztamiento con HCB, 
aconpfiada aqui tanbieh. por l a  d i s m i ~ u c i 6 n  en l a  a c t i v i d s d  2CL. 
- 6 1 t e j i d o  eri"cropoy~-t;ico (representado en Zst rata por  10s e r i t r o -  
c i t o s  y e l  bazo) se vio' poco cf'ectado por l a  droga, En bazo hubo 
increment0 en Uro y P i r i a ,  con un l i g e r o  increment0 en l a  actividad 
m, mientras  que en e r i t r o c i t o s  no hubo acunulaci6n de p o r f i r i n a s  
n i  vz-riaci6n en  1: a c t i v i d a d  XI;, 
- Xn ,gldnciula de Harder hubo disminuci6n en e l  contenido en por f i -  
rinas y un l i g e r o  decrement0 en 1a a c t i v i d a d  EL, con e l  correspon- 
- En los te jidos afectados, -el HCB 8cta.d- sobre ambas etapas de la 
I F ?  * .  
decarboxilaci6n d e l  Urolgen: Uro9gen -+Firia'gen (la. etapa) y 
I t  
Pirialgen-ntCoprolgen (2a. etapa); siendo, en general, el efecto 
1;' m& ,marcado a nivel de l a  2a. etapa. 
" Dado que la PCL de origen hepgtico fue' la que present6 mayor de- 
. . 
crernento por efecto del HCB, 10s rest~ntes estudios se realizaron 
a .partir de la enzima proveniente del hfgado. 
- Si bien la velocidad de decrzrboxilaci6n del Uroigen 1x1 es aprox. 
7,5 veces la d e l  lJrolgen I (en h<gado normal), el ECB afecta ambas 
velocidades en grad0 seme jmte , indicando que la misma enzi- 
ma decarboxila ambas series is cnn6ricas. 
.r 
- Un estudio mgs fino qe rezLia6 con la serie isom6rica III, u t i l i -  '14 
' I  
.4 
zando 10s distintos porfirino'genos involucrados en cadz paso w e -  
gados a saturaci6n en ef medio de incu~acio'n, ksi se comprobo' que 
la acci6n del HCB sobre la decarboxilaci6n de la serie 1x1 respecto 
de la m i s m a  en 10s animales normales afect6 10s 4 pasos en grado 
semejanke, como se indica en el si,&ente esquema: 
- Cornparando la Vmjx de decarboxilaci6n se v i6  que Firial gen es el 
que se dec~rboxila mucho m&$ lentamente, en tanto que para 10s res- 
tzntes sustratos se cwnple que: 
- Por otra pmte ,  l a  cantidad de sus t ra to  necesaria para saturar 
. I 
.. \ 
" ; 8, 
a la enzima, guard6 la siguiente relaci6n: 
aqui se  ve que para los,  pasos gue cowonen l a  2a, etapa se cumpli- 
.-. . ria que a nenor n h e r o  de carboxilos s e  necesi ta  myor  concentraeio'n 
€-:. , I 
- I de sus t ra to  papa s a t w a r  a l a  enzima; en t an to  que para l a  l e r ,  eta- 
pa la concentraci6n necesarta, es a& mayor. 
I &  
3.. . 
- La PCL es la enzima que se  afecta en ler. lugm, (ya, a la ler, 
3 - 1  
actividad por efecto del  HCB, lh tanto que La Ferroquelatasa s v f r e  
un ineremento en su act iv idad,  observable reci6-n a p a r t i r  de l a  3er, 
- fnvestigzciones sobre 13 existencia 8e u.n posiblc inh ib idor  in -  
diczron l a  presenciz, en e l  higado rie 10s animales intoxicados, de 
inhibi r  l a  actividad E L  de un hTgado nomnal, 
J 
- h a y o s  i n  v i t r o  con PCF y HCB indicaa cone. poco probzble Is Po- 
s i b i l i d a d  de un efecto di rec t0  de los nisnos sobre ln zctividad PCL, 
Sir, eabzrgo p o d r i m  e jercer  su efec to  s; travgs de m o  o varios de 
10s &aminos promestos por l a  literatma: al teraci6n de 10s mecanis- 
nos de cletoxificaci6n hepstica, formacidn de ep6xidos, a l teraci6n 
de las propied3."es de 10s l fpidos de membrana, transformaci6n en 
6 :. F',. . 
f ie tabol i toe  annfrarlos por  r eacc i6n  con grupos 4 H  e s e n c i a l e s  de l a  
e n z i m .  No debe desca r t a r se  l a  pos ib i l idad  de que e l  PCF a al& 
o t r o  metabol i to  a c t 6 e  a nivel de s i n t e s i s  p ro te ica ,  Y tambi6n e s  
m y  f a c t i b l e  que e l  decrement0 proGucido "in vivo" por e l  HC3 s e a  
consecuencia de l a  swna de 10s e fec tos  i n h i b i t o r i o s  de v m i o s  me- 
t a b o l i t o s  d e l  misno. 
- A 1  p r o b m  o t r o s  conpuestos, cono pos ib les  inh ib idores ,  se encon- 
4. 
.. 
t r 6  que las drogas que exhibieron e f e c t o  i n h i b i t o r i o  sobre  13 PCL 
fue ron  en general de na tu ra leza  f e n & l i c s ,  mient ras  que las no f e -  
n 6 l i c a s  no afectaron la ac t iv idad .  E l  he'cho de que 5gvpos C1 sobre 
e l  a n i l l o  fen61ico a m e n t a r o n  su e f e c t o  i n h i b i t o r i o  podrfa  deberse 
a que 10s grupos e l e c t r o f < l i c o s  hacen m 6 s  d i s o c i a b l e  a1 oxh id r i lo  
y cargado negzt ivanente al pH de i n c u ~ c i 6 n .  Por l o  %anto s i  e s t o s  
comwestos ejercieran su e f e c t o  wz6ndose a1 nismo s i t i o  (+) de uni& 
ilel s u s t r a t r t ,  a m y o r  c w g z  (-1 mzyor &inidad por l a  enzima g majro 
ef e c t c  ir31ibitorio. 
- En cuanto a propiedades genera les  se encontr6 que: l a  enzima pro- 
ven ien te  5ie ambos l o t e s  de mimales (normal: IT, p o r f f r i c a :  P) s e  
encuentra  l o c a l i z a d a  en ci toplasma,  r e q u i e r e  p a m  su a c t i v i d a d  6p- 
t i m a  anaerobios is  ( la  normal en mayor grado ) , pro t ecc idn  de grupos 
SH, no r e q u i e r e  EXPA, l a  a c t i v i d s d  aumenta con Is tempemturz  hasta 
luego 
p m a  la ler .  etapa normal estuvo ligeramente corrido hacia pH ma's 
alcalino, 
- El efecto de Us sales se prob6 nediante el uso de CUJa LOO y 200miJ: 
encontrando que a la la. concentraci6n no tiene efecto en tanto que 
a 200dil afecta 1~i 2a. etapa de ambas preparaciones, 
- Dos agentes quelantes distintos provocaron distinto efecto sobre 
Z 
la meparacio'n N y P; asi: el pirofosfato de Na inhibi.6 so'lo ligera- 
mente la N teniendo un mayor efecto sobre la ?, en tmto que el die- 
tilditiocmbamato inhibid en un 40s la IT frente a un 33gde la ?. 
Estas diferencias podrian indicar un efecto distinto dc ciertos me- 
tales frekte a anbas preparacionea enzim6ticas; podria sor, por 
e jernplo, que la actividad N fuera rigs dependiente de la (CU) en el 
medio. - 
- Lz c~isninnci6n en la actividz5 encontrada con mbas preparaciones 
enzidticas frente a bajas [ G S ~  y frente al ditiotreitol, ooikie 
h: - deberse al o f e c t ~  que ellos ejereevl sobre 10s pnentes disulfm, 
actividad. 
afec t ada por el 2 O  de 10s 
lo cual podria indicar una mayor desprotecci6n de 10s grupos 3 -  S. 
d 
- Los ensayos tenaientes a, iietectar g=upos fotooxidables, tales 
e,. I . que no hub0 diferexlcias significativas entre 10s enszyog realiza- 
IF. 
dos en luz u oscuridad, Sin embasgo en presencia de azul de metile- 
no se vi6 un ligero aecremento de actividad (tanto en luz  cono en 
oscuridaci ) que era dependiente de la c oncentraci6n ?el colorante. 
Estos efectos fueron mayores con l a  prepamacidn gorfsrica, lo cual, 
por tratarse de un colorante cati6nic0, podria estar indicando un 
mayor cargcter ani6nico de la enzima porfirica o la m y o r  exposici6n 
en 12 misma de un ,mpo (-1 de importancis para La actividad, 
- La estabilidad t6rmica de la enzima EJ es menor que la tie la P. 
Eientras que las estabilidades a1 almacenamiento fueron semejantes, 
cwnplic!ndose, en mbos  casos, o,ue l a  estabilidad del precipitado con 
SO (NH ) 35-70$ fie s6turaci6n del sobrenadante de 11.000 xg fud 4 4 2  
much0 mayor que la del precipitado con SO (NK ) 75% de sat. de 10s 4 4 2  
eluidos -6e gel de fosfzto y esta &tima fue senejante s la del 
- Los yasos finales de 23. pwificscidn, o sea el trataniento con 
celul0~3 y cronntogra2fa en G-100, brindason indicios de qv-e 
quiz& exista ma alteracidn a avevel estructural, en 12 enzina pro- 
veniente de animales intoxicafios ccn 3CB. 
La _wiliczci6n fin21 lograrla fud de aprox. 110 veces, sieniio' ' 13 
una difesencia a nivel de ~reci2itaci6n con SO (1iS ) , ya 'que la P 4 4 2  
Yr .;I 
comiegza a precipitar a nenor concentracih salina, 
r a n  
- Analizando e l  comportamiento de  ambas preparaciones sobre  
colunnas de DEAE-celulosa s e  v id  que l a  ac t iv idad  de  l a  la. 
e tapa  apa rec fa  desdoblada en 2 picos,  en t a n t o  que para l a  
2a. no. En base a e s t e  comportamiento d i f e r e n t e  y a l a  res-  
pues ta  d i s t i n t  a f r e n t  e agent e s  - f f s i c o s  y 
cos ,se  sug ie re  que pueden e x i s t i r  2 enzimas para l a  la. y 2a. 
e t a p a  de  l a  descarboxi lacidn d e l  Urotgen 111. 
- Analizando e l  comportamiento de l a  preparaci6n p o r f f r i c a  f ren-  
t e  a l a  normal, sobre  c o l u m a  de  DEAE-celulosa, s e  v i 6  por una 
p a r t e  que, en e l  caso de  l a  preparacidn p o r f f r i c a ,  aumenta l a  
proporcidn d e l  pico que eluye a mayor fuerza i d n i c a  (de 10s 
dos p icos  correspondientes  a l a  l e r ,  e tapa)  Y,por o t r a  pa r t e ,  
t a n t o  e s t o s  picos como e l  c o r r e s p o n d i e ~ t e  a l a  2a. etapa,  
e luyeron a mayor f u e r e a  i d n i c a  en e l  caso de  l a  preparacibn 
p o r f f r i c a  que en e l  de l a  normal, 
- Sobre Sephadex G-100 l a  d i f e r e n c i a  mils  notable  e n t r e  l a  pre- 
' '  paracidn normal y l a  p o r f f r i c a  fu8 que para  l a  normal e l  punto 
'L ,- % 
de  m k i m a  ac t iv idad  c o i n c i d f a  con e l  2 O  pico (p ico  111) ,  en 
t a n t o  que con l a  p o r f f r i c a  l a  ac t iv idad  s a l f a  con mayor volu- 
men de eluci6n. E l  PM, determinado) por f i l t r a c i 6 n  a t r a v 6 s  
de  una columna c a l i b r a d a  de  Sephadex G-100, fu8  de  41.000 
para  l a  normal y 46.000 para  l a  por f f r i ca .  
- Las cromatografIas sobre  DEAE-celulosa y- Sephadex G-100 y 
G-200 brindan i n d i c i o s  de  que e x i s t e  una a l t e r a c i d n  a n i -  
v e l  e s t r u c t u r a l  en l a  enzima proveniente- de animales in tox i -  
cados por HCB. 
- Otro meoanismo alternative de accidn d e l  HCB, podrla  s e r  que 
produjese un metabol i to ,  que s e  una covalentemente a La enzi- 
m a  ya  s i n t e t i z a d a .  E s t a  unidn s i  b i e n  causa r fa  ma disminu- 
c i d n  de l a  ac t iv idad ,  p ro tege r fa  a l a  enzima f r e n t e  a deter -  
rninados agentes  i n a c t i v a n t e s  (calentamiento,  ae rob ios i s )  y 
e x p l i c a r f a  s u  d i s t i n t o  camportamiento en columvlas de DEAE- 
c e l u l o s a  y G-100, 
- Con r e s p e c t o  a Ferroquela tasa  s e  r e a l i d  l a  pues ta  a punto de 
las c o n d i c i o ~ s  de ext racc i6n  de l a  enzima a p a r t i r  de mito- 
condr ias  hepgt icas ,  asf como de las condiciones de  ensayo pzra 
l a  enzirna de  zmbos l o t e s  de animales. 
- Se observd que en ambos casos r e s u l t 6  e fec t ivo  , e l  rn6Sodo de 
s o l u b i l i z a c i 6 n  por congelamiento y descongelamiento d e  las 
rnitocondrias y que t m t a  para  la  enzima norm21 (FN) como por- 
f f r i c a  (FP) s e  l l e g a  a ac t iv idad  cons-tan-be con 100 m o l e s  de 
Proto y con S04Fe 60-90 J*M, u t i l i zando  succinato como reduc- 
t o r  y a un pH 6ptimo de 8,2. . 
I 
- Se demostr6 l a  e x i s t e n c i a  de un l a g  de 1 5  y 5 mine, para  l a  
FN y FP respectivamente. Perfodo coincidente;  con e l  perlodo 
de preincubacidn con Proto,  que n e c e s i t a n  mbas preparacio- 
n e s  pa ra  a l c m z a r  l a  
'mgx. . E l  comportamiento de  l a  en- 
zima N f u 6  d i s t i n t o  que e l  de l a  P, ya  que e l  aumento d.e 
a c t i v i d a d  a mayores tiempos de preincubacidn fu6  rngs l e n t o  
para  l a  N. E l  l a g  mencionado podrfa i n d i c a r  l a  e x i s t e n c i a  
- E l  d i f e r e n t e  comportamiento de l a  preparacidn p o r f f r i c a  
f r e n t e  a l a  normal pa rece r fa  i n d i c a r  que l a  FP t i e n e  mayor 
a f i n i d a d  que l a  FN por l a  Proto o tarnbien podrfa s e r  que una 
' .u 
conf igurac idn  molecairn d i s t i n t a  d e l  cornple jo Ferroquelata- '  
s a -por f i r ina  f a c i l i t e  l a  p o s t e r i o r  incorporacidn d e l  i 6 n  
met&lico (~e" )  a l a  p o r f i r i n s  unida. 
- La a l t e r a c i d n  conf igurac ional  quiz& d e j e  mds expuesto e l  
c e n t r o  a c t i v o  de l a  FP de a l l f  s u  mayor a f in idad  por e l  sus- 
t r a t o  y 6 s t a  quizds sea tambi6n l a  causa por l a  c u a l  l a  
BP s e  ve mds afec tada  por pH a l c a l i n o s ,  altas tempera tmas  
y di luc i6n .  
- A1 estudiar l a  act ividt id  FN y PI?, en condiciones 6ptimas de en- 
sayo,  se comprob6 que e l  HCB "in vivo" produce utl zumento de dichs 
actividad de 2,2 veces en promedio, pudiando l l e g m ,  en casos extr 
mos, a s e r  4.veces s u p e r i o r  a 1% actividad normal, 
- Plleso es s u s t r a t o  de l a  Perroque1af;asa de ambas fuentes; con igua 
a f i n i d a d  r e l a t i v a  para &as, La a c t i v i d a d  resultante t a n t o  para 
l a  como para l a  FP  re' 5 veces s u p e r i o r  con Keso que con Sroto. 
para l a  FP, S i  bien  son  d e l  mismo orden p o d r i m  ind icay  vxa mayor 
afinidsd de l a  FP gue Be l a  FN hac iz  e l  ~ e * .  
- HCB, PCP y p o r f i r i n a s  no incrementan l a  a c t i v i d a d  normal. HC13 
no afecta ni l a  Ff? ni l a  .FP; mient-ras que FCF y p o r f i r i n a s  inhiben 
s pabas, per0 en m-,gor gra.lo a la. 3TJ. 
- En la mobab1ernen.t~ existn un activattor de la actf-sidad de 
l a  F I T *  
- 3n la PIT exis te  un i n h i b i d o r  de l a  a c t i d d a d  de 13 FIT w e s e n t e  
t m b i g n  en l a  FP, 2ero menos e fec t ivo .  
- E l  f o s f ~ t o  de p i r i d o x a l  (PPy) e s  w~ p o s i b l e  cofac to r  t x n t o  de 
l a  FIT como de l a  FF, 
- La l o c e l i z s c i 6 n  subn i tocondr ia l  de l a  Perroquelztasa no se 
va afectada ?or e l  trxtamiento con HCB "in vivot', 
- Si e l  KGB o un netaboli to a l terase  l a  permeabilidad de l a  
membrana, podrfa suceder que un compuesto de baja PTd, normalaen- 
t ~ ,  ausente en l a  matriz, penetre a 1.2 misrna y entre en contac-to 
con Is Ferroquelatasa mida a l a  membrana interna,  inclusive po- 
d r i a  uriirse a e l l a  en forma covalente, alteranao as< su configwa- 
NORMAL 
HCB 
"in v i v o  
> 
+ +f x eg s i t i o s  de uni6n para Proto jr Fe respectivmente. 
ItT: metabolite, activador 
11 i~tanbie'n 'podria ser e l  HCB o un netaboli to del mismo. 
- Dada que 10s revultsdos ob t en idos  en 10s ensayos de calenta- 
n i e n t o  no dan cuenta d e l  a l t o  increment0 ?e rzctividad FerroqueLa- 
tass provocado pos el HCB "in vivorl, cabe 13 o s i b i l i d a d  de que 
e s t z  droga ac tue  t~.inbi&n a n i v e l  de s i n t e s i s  protef  ca ,  causmdo 
un awnento en l a  cant idad  t o t a l  de l a  protefna  enzim&tica, 
Finalmente c o m ~ ~ ~ d o  e l  nodelo experimental  aquf empleado 
con la PST hwnana, es i n t e s e s a n t e  r e c a l c a r  que en ratas con gor- 
f i r i a  por HCB, l a  a c t i v i d a d  estuvo 
que Is enzima hepg t i ca  s u f r i 6  un f u e r t e  deerenento de su a c t i d -  
dad. Resultados semejmtes  fueron  obtenidos a q d  pmz e r i t r o c k -  
t o s  de pac ientes  con PCT y 2or Elder  y col .  (252 ) para l a  e n z i m  
hepg-bica, Estos hechos proveen un e jemplo mgs de l a  seme j3.nza 
e n t r e  l a  p o r f i r i a  por RCB y l a  PCT h~mana. En mbos  casos l a  anor- 
naliclad pmece  e s t . ~  l i n i t a d a  a1 higsdo. 
31 defec t0  enzirn6tico ;?rimario s e r f s  una f x e r t e  disininuci6n 
de la a c t i v i d a d  TCL, con l r z  .consi@iente acucrulacio'n de po r f i r f  - 
nas a l t m e n t e  carboxi ladas en e l  hSgado. ?or s u  pas te  l a  a c t i v i -  
dad Ferroquela tasa ,  tambie'n deserngeZar& un papel importante en 
e s t e  t i g o  de p o r f i r i a  hunana. y s u  modelo experimental. 
I 
+ En cuanto a1 modo de accio'n d e l  HCB sobre  e l  s i s tema he- 
enz inas ;  en  e l  caso de 1% PCL por e f e c t o  de i n h i b i d o r  y de 13 
Ferroquelatasa, nor un ahtiv3dar, ii ) cono 10s resultados obte- 
nidos por  accidn de e s t o s  efectores,  grobzdos "in d t r o w  por d i s -  
tintos me'todos, no j u s t i f i c a n  10s altos $ de aecremento e incre- 
mento de las ac t iv ida5es  PCL y F e r r o ; ~ u e l a t  asa respect ivanente  , 
pz-ovocados por e l  BCB "in v i v o R  ', se supone que la droga debe ac- 
tuw adem& a nivel. estmwctural o de s i n t e s i s  p r o t e i c a e  
Zos resultsdos d e l  sreaente. estuaf  o indican  que anbas en- 
zimss po3ria.n e s t a r  a l t e r s d z s  c ~ n f i ~ w a c i o n a l m e n t e  (cono conse- 
cucnciz de 13 unidn covalente a un netzbolito de la droga) o os- 
t ruc tura lmente ,  en e l  higado de 103 aninales intoxicados. 
Sin embargo no se puede descartar a h  l a  ~ o a i b i l i d a d  de quue 
cl ECB provoque m efecto a nivel  de sfntesis ~ r o t e i c a  y que l o s  . 
e fec tos  observados "in viva'' sesn l a  suna de ma serie de altera- 
ciones r o v o c a d a s  por is droga, sobre  e l  metnbolismo hepa'tico 
en p n e r a l .  
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